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Mitteilungen aus dem Gebiet der Eiweifichemie. 
III. 
Uber Jodierung von Proteinen mit Jodstickstoff. 


Von 
F. Blum und E. StrauB8. 





(Aus dem Biologischen Institut zu Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Januar 1923.) 


Die Notwendigkeit, zur Jodierung mancher Proteine ein 
anderes Lésungsmittel als NaHCO, zu verwenden — weil 
letzteres eine befriedigende Liésung nicht bei allen EHiweib- 
kérpern bewerkstelligt — fiihrte uns dazu unter anderem auch 
bei Gegenwart von iiberschiissigem Ammoniak d. h. mittels 
Jodstickstoff zu jodieren. Der Ausfall gerade dieser Versuche 
erscheint uns wichtig genug, um dariiber in einer eingehenden 
Weise zu berichten. Konnten wir doch, indem wir Jodstick- 
stoff bei gewéhnlicher Temperatur auf Proteine kurz ein- 
wirken lieBen, JodeiweiBkérper darstellen, die dem genuinen 
HiweiB in bestimmter Beziehung noch niher stehen als unsere 
friiher beschriebenen C-Substanzen.") 

In Kiirze rekapitulierend waren die ersten vollkommen 
jodierten Jodproteine dadurch gewonnen, daB Jod bei etwa 
40°C. auf den in einem UberschuB von NaHCO,-haltigem 
Wasser gelésten EiweiBkérper so lange einwirkte, bis kein 
Halogen mehr aufgenommen wurde. Diese A-Substanzen waren 
an Kernjod (Tyrosin) und an N-Jod (Imidazolring) gesittigt. 
Aus diesen A-Substanzen entstanden durch LHinwirkung 
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schwefliger Siure die B-Substanzen, denen hinwiederum da; 
N-Jod entzogen war, wihrend das Kernjod ihnen unverindert 
anhaftete. ,A“- und ,B“-Substanzen waren in bestimmte; 
Richtung nachweislich dem genuinen EKiwei8 unihnlich geworden, 
So zeigte sich ihr Cystinanteil erheblich verindert und dey 
Tryptophanarm war — ebenfalls durch Oxydationsprozesse — 
nicht mehr wie vorher reaktionsfihig. Durch kurz befristete 
Jodierung — bis eben die Millonsche Reaktion auf uw. 
verandertes Tyrosin zum Verschwinden kam — gelang es danz, 
Jodproteine darzustellen, die zwar im Kern mit dem Halogen 
gesittigt waren, aber kein N-Jod enthielten und Cystin und 
Tryptophan noch unverindert aufwiesen. Jedoch eine Ver. 
inderung in ihrer inneren EiweiBstruktur lieBen auch diese 
C-Substanzen erkennen: die Biuretreaktion ihres Alkali-Spaltlings 
war verschwunden. Nach Blum und Vaubel enthalt Hiweii 
— z. B. Casein — mindestens zwei biuretgebende Gruppen. 
Die eine davon bleibt auch bei langer Einwirkung von Halogen 
— wenigstens gegeniiber der Biuretreaktion — unveriindert; 
die zweite zeigte sich in so hohem MaBe labil, daB auch die 
schonendste Halogenierung bisher sie vernichtete. Die neue 
Jodierung aber — sie mége mit ,,D“ bezeichnet werden — 
schont neben Cystin- und Tryptophanarm!) auch diesen biuret- 
gebenden LHiweiBanteil und besetzt den Imidazolring nicht. 
Chemisch steht sonach die D-Jodierung dem genuinen Aus- 
gangsprotein noch niaher als die C-Jodierung. Physikalisch 
verhalten sich die D-Substanzen recht eigenartig; sie haben 
ihre Léslichkeit in kohlensaurem Alkali verloren und sind 
gegeniiber der Aussalzung mit schwefelsaurem Ammoniak iiuserst 
empfindlich, so daB sie schon durch einen Zusatz gefill 
werden, der zur Fillung ihres Ausgangsproteins noch lange 
nicht geniigt. Diese Erscheinung ist bei allen Halogeneiweil- 
kérpern vorhanden; bei den D-Substanzen aber besonders 
sinnfallig. —- Durch linger fortgesetzte Einwirkung von Jo¢- 
stickstoff kommt man zu Jodproteinen, die neben Kernjod 
(Tyrosinjod) N-Jod in wechselnden Mengen aufgenommen habe. 





') Uber kleine Abweichungen s. im experimentellen Teil. 
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Kinen im Sinne der Blum-Vaubelschen maximalen Jod- 
sittigung konstanten Jodgehalt erzielt man aber nicht mit 


ter geniigender Schirfe und Sicherheit, so daB fiir diesen Zweck 
en, [ die Methode untauglich ist. Wohl aber kann man durch 
ler D-Jodierung erhaltene Jodproteine in bicarbonathaltiger Lésung 
_ nachjodieren und sie, soweit erkennbar, zu denselben A-Kérpern 
ete umwandeln, wie sie die Bicarbonatmethode bisher stets ge- 
un- liefert hat. 

nu, In ihrem Halogengehalt, sowie in der elementaren Zusammen- 
ven setzung gleichen sich ,,C“- und ,,D“-Substanzen vollig. Die 
ind kleinen oben erwihnten Unterschiede kommen hierbei nicht 
er zum Ausdruck. Auch die Fahigkeit, von Pepsin-Salzsiure 
ese [ yerdaut zu werden, haben die ,,D“-Jodproteine ebenso wie die 
ngs [. entsprechenden ,,C“-Kérper sich bewahrt. Die so bemerkens- 
eib werte Sperrbarkeit der ,,B“-Substanzen bei Erwarmung und 
en, fe die Schwerverdaulichkeit der ,,A“-Substanzen besitzen beide 
gen Klassen noch nicht. 

ert; 

die Experimenteller Teil. 

eue 


1. Darstellung der D-Jodproteine. 


ret- Die Jodierung wird an sehr verdiinnten ausdialysierten 
cht. Proteinlésungen — sie sollen héchstens 1//,—2°/,ig sein — 
\US- vorgenommen. Die Lésung wird durch Absaugen auf einer 
isch mit Papierwolle gefiillten Nutsche (Préscherfilter) blank filtriert 
ben und mit waBrigem verdiinntem Ammoniak versetzt. Der 
sind Ammoniakgehalt betrage etwa 3—4°/,. Sodann wird unter 
erst stetem Umrithren n/10-Jodlésung zuerst in gréBeren, dann in 
fillt 7 immer kleineren Portionen bei Zimmertemperatur zugesetzt. 
unge Im Anfang verschwindet das zugesetzte Jod bzw. der ent- 
‘elb- stehende Jodstickstoff sofort; allmahlich wird die Reaktion 
ders etwas langsamer. Sobald dieser Punkt eintritt, prift man 
Jod- R= durch Tiipfeln gegen Starkelésung, ob nach 1 oder 2 Minuten 
njod noch freies Jod vorhanden ist. Zugleich wird mittels der 


ben. Millon-Reaktion festgestellt, wie weit die Jodierung des 
Tyrosins fortgeschritten ist. Es zeigt sich alsbald, daB die 


Reaktion ihre purpurrote Farbe verliert, zuletzt wird sie véllig 
14* 
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negativ und gleichzeitig bleibt das zugesetzte Jod fiir einige 
Minuten (etwa 5’) stehen: jetzt ist die Jodierung am Kohlen. 
stoff beendet. Zur Ausfiihrung der Millon-Reaktion im yo,. 
liegenden Falle ist zu beachten, daB man die Priifung nur ay 
einer durch Essigsiiure angesiuerten hitzekoagulierten Probe 
vornehmen darf, nachdem man das zu priifende Koagulum mit 
heiBem Wasser von Ammonsalz freigewaschen hat, denn letzteres 
stért die Reaktion. 

Nachdem die vdllige Tyrosinjodierung eingetreten ist, 
wird das Reaktionsgemisch mit verdiinnter schwefliger Siure 
angesiiuert, um etwa doch eingetretene Spuren von N-Jod zu 
entfernen. Im Falle gréBerer Salzarmut der Lésung stellt 
sich keine oder nur eine unvollkommene Fiallung ein. Mit 
der Siure wird das Reaktionsprodukt einige Stunden stehen 
gelassen. Sodann wird die Lésung mit verdiinnter Natronlauge 
unter sorgsamer Kiihlung alkalisch gemacht und das Jodprotein 
durch Essigsiiure ausgefillt. Die jetzt vorhandene Salzmenge 
bewirkt vollstindige Abscheidung der Substanz. Nach Dekan- 
tieren bzw. Abfiltrieren des Jodproteins wird die Substanz 
entweder durch Dialyse gegen destilliertes Wasser oder 
nach Acetonkoagulation durch griindliches Auswaschen ge- 
reinigt. In einzelnen Fallen war eine zweite Umfillung 
aus Natronlauge durch schweflige Siure (mit anschlieSender 
letzter Umfillung durch KEssigsiure) nétig, um letzte Reste 
von Stickstoff-Jod zu beseitigen. Zur volligen Entfernung des 
sehr fest anhaftenden Jodwasserstoffs empfiehlt sich eine 
mehrmalige Umfillung aus verdiinnter Natronlauge mit Kssig- 
saure. 

Die weitere Verarbeitung der Jodproteine zur Analyse 
geschieht in der von uns bereits geschilderten Weise (Digerieret, 
dann Auskochen mit Aceton, Waschen mit Ather, Aufstreichen 
auf Ton und Trocknen im Exsiccator iiber H,SO,). 

Wir bezeichnen die auf die geschilderte Weise erhaltenen 
Produkte zur Unterscheidung von unseren nach der alten und 
der modifizierten Methode von Blum-Vaubel dargestellten 
Substanzen A, B, C mit D. 
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2. Eigenschaften der D-Jodproteine. 


Die D-Jodproteine zeigen die Eigenschaften, die den 
Substanzen der C-Reihe (Produkte der Schnelljodierung) zu- 
kommen: sie besitzen die Jodzahl B, d.h. sie sind komplett 
am Kohlenstoff jodiert; die A-Zahl der maximalen Jodierung 
(Kohlenstoff + Stickstoffjod) wird durch Jodierung in Ammoniak 
nicht erreicht. Die D-Substanzen sind weiBe Pulver und geben 
positive Reaktionen auf leichtabspaltbaren Schwefel (Schwefel- 
bleiprobe) und auf Tryptophan (Ehrlich-Aldehydprobe nach 
Neubauer-Rhode), beides genau so, wie die C-Substanzen 
im Gegensatz zu den Substanzen der Reihe A und B. 

Von den C-Substanzen, die mit kurzer Dauer in bicarbonat- 
alkalischer Lisung bei 40° jodiert sind, unterscheiden sich, 
wie in der Kinleitung schon angegeben, die Produkte der 
Ammoniakjodierung in zwei Punkten: 

a) in ihrer Léslichkeit gegeniiber Alkalien und 

b) in ihrem Biuretanteil. 


a) Léslichkeit der D-Substanzen. 


Bereits bei der Umfallung der D-Substanzen aus stark 
verdiinnter Natronlauge fiel uns auf, daB, sobald kein N-Jod 
mehr vorhanden war, keine klare Liésung erfolgte, sondern 
nur eine triibe Suspension eintrat; erst nach lingerer Be- 
rihrung mit der Lauge hellte sich die Lésung auf. Dieses 
Verhalten gegeniiber Alkalien, welches die D-Jodproteine von 
den A-, B- und C-Proteinen unterscheidet, zeigt sich ganz be- 
sonders deutlich gegeniiber Bicarbonat und zwar am stirksten 
bei D-Jodserumalbumin. Die D-Substanz erweist sich als 
unléslich, bzw. nur sehr unvollkommen lislich in Bicarbonat. 
Versetzten wir D-Jodserumalbumin, welches frei von N-Jod 
war, mit Natriumbicarbonat, so entstand eine Suspension. 
Wurde diese gegen destilliertes Wasser dialysiert, so trat eine 
Ausflockung ein, ganz ihnlich derjenigen, wie man sie bei der 
Dialyse von Globulinlésungen beobachtet. 

Das D-Jodovalbumin unterscheidet sich hier etwas vom 
D-Produkt des Serumalbumins: D-Jodovalbumin lést sich in 
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Bicarbonat nicht (auch in Soda ist es unldéslich); aber es geht 
bei der Dialyse allmahlich klar in Lésung. Aus dieser Lisung 
ist D-Jodovalbumin bereits bei 1/, Sattigung mit Ammonsulfat 
vollkommen ausfillbar. Die ,,Alkali-Suspensionen“ der D..Jod. 
proteine haben salzartigen Charakter; auf Zusatz von Essig. 
siure tritt véllige Ausflockung der Substanz ein. 


b) Biuretanteil und Spaltung durch Natronlauge. 


In unserer ersten Mitteilung haben wir gezeigt, daB alle 
unsere in bicarbonatalkalischer Lésung bei 40° jodierten Proteine 
sich bei tiefgehender Spaltung mit Natronlauge so verhalten, 
wie dies Blum und Vaubel angegeben haben: aus dem alkali- 
schen Hydrolysat fallt verdiinnte Schwefelsiiure eine abiurete 
Substanz aus. Blum und Vaubel haben weiter festgestellt, 
daB ein durch Alkalihydrolyse aus genuinem Casein oder 
Ovalbumin nach Saurefillung gewonnenes, noch biuretgebendes 
Spaltprodukt bei der Jodierung abiuret wird. Dieses merk- 
wiirdige Verhalten der ,,2. Biuretgruppe“ im Protein erfihrt 
bei dem Ammoniakjodierungsverfahren eine Anderung: die 
D-Jodproteine liefern kein abiuretes Spaltprodukt; die neue 
Jodierungsmethode vermag nicht, den Alkalispaltling des 
genuinen Caseins abiuret zu machen. 

Versuch 1. D-Jodserumalbumin, feuchte Substanz, etwa 
20g, wurden mit 100 ccm 5°/,iger NaOH iiber Nacht kalt 
digeriert, dann 3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt und die 
klare goldgelbe Lisung nach dem Erkalten (es bildete sich 
hierbei keine Ausscheidung) mit H,SO, 1:4 vorsichtig at- 
gesiuert. Der melaninartige Niederschlag wurde abfiltriert 
und sehr sorgfaltig ausgewaschen. Die Biuretprobe fiel stark 
positiv (,,peptonviolett“) aus. 

Versuch 2a. D-Jodserumalbumin, feuchte Substanz, aus 
neuer Darstellung, ebenfalls etwa 20 g, wurden mit 200 ccm 
5°/,iger NaOH 3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Weitere 
Behandlung wie unter 1. lieferte ein Produkt mit stark pos- 
tiver Biuretreaktion. 

Versuch 2b. D-Jodovalbumin, feuchte Substanz, analog 24 
behandelt, liefert ein Spaltprodukt mit stark positiver Piuret- 
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reaktion (rotviolett); die Reaktion mit EKhrlich-Aldehyd ist 
noch positiv; Millon absolut negativ. 

Versuch 3. 200g Casein, mit 2 Liter 5°/,iger NaOH 
5 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, nach dem Erkalten 
und Abnutschen mit H,SO, 1:4 gefallt, lieferten den von 
Blum und Vaubel dargestellten Spaltling; die Substanz zeigte 
positive Biuret, Millon- und Ehrlich-Aldehydprobe. Diese 
Substanz ergab: 

a) in Bicarbonat bei 40° jodiert ,,A“): Biuret negativ, 

b) in Bicarbonat bei 40° jodiert, Schnellmethode (,,C“): 
Biuret negativ, 
c) in Ammoniak jodiert (Zimmertemperatur): Biuret positiv. 
In allen drei Fallen war Millon véllig negativ geworden. 


c) Verhalten der D-Substanzen gegen Pepsinsalzsiure. 


Die in ammoniakalischer Liésung jodierten Proteine ver- 
halten sich gegeniiber Pepsinsalzsiure ebenso, wie die nach 
der ,Schnellmethode* gewonnenen C-Substanzen: sie gehen 
rasch und glatt in Lésung, gleichgiiltig ob man sie in feuchtem 
oder trocknem Zustande zur Verdauung bringt. Nach 20stiin- 
diger Digestion bei 37° liefert:ihre Lésung bei genauer Neutrali- 
sation nur noch Spuren eines Neutralisationsniederschlags; 
aus dem Filtrat fallen bei */,-Sattigung ,,primare“, bei?/,-Sattigung 
,sekundire* Albumosen. Das villig enteiweiBte Filtrat ent- 
hilt kein abgespaltenes Jod. Vergleichende Versuche haben 
gezeigt, daB bei der peptischen Verdauung von ,,B“-Substanz 
eine reichlichere Menge ,,primarer* Albumosen gebildet wird, 
als bei derjenigen der D-Substanz (zum Vergleich dienten 
D-Jodserumalbumin und B-Jodserumalbumin). 


3. D-Jodproteine. 
a) D-Jodserumalbumin. 


Als Ausgangsmaterial dienten villig ausdialysierte Lésungen 
von krystallisiertem Pferdeserumalbumin. Die Jodierung fand 
in der angegebenen Weise statt. Die Substanzen zeigten — 
ebenso wie wir dies bei den C-Substanzen gesehen hatten — noch 
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sehr starke Schwefelbleiprobe, aber eine etwas abgeschwichte 
Probe nach Neubauer-Rhode (Khrlich-Aldehyd). 

Die Jodbestimmungen verschiedener Darstellungen ergaben 
(nach Blum-Griitzner): 


a) angewandt: 0,2405 g titr. Thiosulfat (f = 1,98) = 8,1 cem = 16,038 mg 
= 6,6°/, Jod, 
0,2024 g titr. Thiosulfat (f = 1,98) = 6,8 com = 13,464 mg 
= 6,6°/, Jod, : 
b) angewandt: 0,2460 g titr. Thiosulfat (f = 1,79) = 9,3 cem = 16,677 mg 
= 6,7 °/, Jod, 
c) angewandt: 0,1356 g titr. Thiosulfat (7 = 1,79) = 5,0 cem = 8,95 mg 
= 6,6°/, Jod. 
(Die entsprechende C-Substanz enthilt 6,7 °/, Jod.) 
N-Bestimmung von Substanz D (Mikro-Dumas). 
Angewandt: 2,746 mg = 0,337 cem N (6 = 760 mm, ¢= 21°) = 14,25°), N, 
Umgerechnet auf jodfreie Substanz: 15,3°/, N. 


Von der Substanz D wurde ein Teil in Bicarbonat bei 
40° hochjodiert, um zur A-Substanz zu gelangen. Die Substanz 
war bicarbonatléslich, weil sie noch laingere Zeit mit Jod in 
ammoniakalischer Lésung in Beriihrung und noch nicht mit 
schwefliger Siure behandelt worden war; also noch N-Jod 
enthielt. Die Jodierung verlief normal; die gewonnene Substanz 
— A-Jodserumalbumin — ergab folgende Jodzahl: 
Angewandt: 0,5190 g titr. Thiosulfat (f= 1,79) = 25,0 cem = 44,75 mg Jod 

= 8,6°/, Jod. 

(Theoretisch verlangt sind 8,96 °/,.) 
Diese Substanz gab keine positive Ehrlich-Aldehyd- und 
keine positive Schwefelbleiprobe mehr. 


8) D-Jodovalbumin. 


Das Ausgangsmaterial war krystallisiertes Ovalbumin aus 
frischem Hierklar. Das gewonnene Jodprotein zeigte auch 
hier wieder, wie das C-Jodovalbumin, in seinen Reaktionen 
ein vom entsprechenden Jodserumalbumin abweichendes Ver- 
halten: wahrend die Ehrlich-Aldehydprobe stark positiv blieb, 
war die Schwefelbleiprobe abgeschwicht. Die Jodbestimmungen 
ergaben: 
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a) angewandt: 0,3384 g titr. Thiosulfat (1,79) = 10,0 cem = 17,9 mg 
= 5,29°/, Jod, 

b) angewandt: 0,4677 g titr. Thiosulfat (1,8) = 13,5 cem = 24,30 mg 

= 5,19°/, Jod, 
0,3811 g titr. Thiosulfat (1,8) = 10,5 eem 

= 4,96 °/, Jod. 

Durehsehnitt: 5,15 °/,. 
(Die entsprechende B-Substanz ergab 5,12 °/, Jod; C-Jodovalbumin 
(1 Analyse] 4,91 °/,.) 


II 


18,90 mg 


vy) D-Jodthyreoglobulin. 

Das Ausgangsmaterial war eine Liésung von mehrfach 
umgefilltem Thyreoglobulin aus Pferdeschilddriisen, die iiberdies 
durch Schiitteln mit Tierkohle von Blutfarbstoff befreit und 
vollig ausdialysiert war. Die Ehrlich-Aldehydreaktion der 
Substanz war sehr stark; die Schwefelbleireaktion stark positiv. 

Auch D-Jodthyreoglobulin ist in verdiinnter Natronlauge 
schwer léslich. Jodbestimmungen: 

a) angewandt: 0,2153 g titr. Thiosulfat (1,8) = 5,7 cem = 10,26 mg 
= 4,76 °/, Jod, 

5) angewandt: 0,2912 g titr. Thiosulfat (1,8) = 7,8 cem = 14,04 mg 
= 482°), Jod. . 

(B-Jodthyreoglobulin ergab 4,88 °/, Jod; C-Jodthyreoglobulin 4,96 °/,.) 


Zusammenfassung. 


1. Durch kurzfristige Einwirkung von Jod auf Proteine 
in ammoniakalischer Lésung (Jodierung mittels Jodstickstoff) 
ohne Erwirmung werden Jodproteine erhalten, die den genuinen 
KiweiBkérpern noch niher stehen als die bisher am geringsten 
verinderten Jodproteine (gewonnen durch Bicarbonat-Schnell- 


jodierung), indem hei jenen erstgenannten Jodproteinen auch 


die zweite — labile — Biuretgruppe des EiweiBkérpers un- 
verindert bleibt. 

2) In Jodgehalt, Verdaulichkeit durch Pepsinsalzsiiure und 
in elementarer Zusammensetzung gleichen sich die durch kurze 
Jodierung hergestellten Kernjodproteine véllig; in ihrer Los- 
lichkeit sind sie deutlich verschieden. 



































Uber enzymatische Fettsynthese. II. 
Von 


L. Spiegel. 





(Aus dom Laboratorium des Hofmannhauses in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Januar 1923.) 


Am Schlusse meiner ersten Mitteilung!) habe ich auf die 
Méglichkeit hingewiesen, daB bessere Ausbeuten an Fett ge- 
wonnen werden kénnten, wenn fiir das Endglied der Synthese, 
die Vereinigung der im ersten Stadium gebildeten Produkte 
Fettsiuren und Glycerin, ein wasserarmes Medium gewiililt 
wiirde. Der Versuch, den ich im Oktober mit frischen Sonnen- 
blumensamen anstellen konnte, hat die Erwartung bestiitigt. 

Die wie frither hergestellte, mit Benzol erschépfend ex- 
trahierte und mit einer Spur Essigsiure versetzte Enzymemulsion 
wurde unter Zusatz von Toluol 20 Tage bei 30° bebriitet, dann 
in zwei Hialften geteilt, deren eine (a) unter sorgfaltiger Kiihlung 
mit wasserfreiem Calciumchlorid gesittigt, dann wieder mit 
Kssigsiure schwach angesiuert wurde. Hierauf wurden beice 
Halften (a und b) von neuem mit Toluol versetzt und neben- 
einander im Wasserthermostaten weitere 3 Wochen bei 30’ 
gehalten. Durch Ausschiitteln mit Benzol wurden dann ge- 
wonnen 

OUBR . « « « « #O Meg, 
i ene 

Der ohne Zusatz von CaCl, verbliebene Teil wurde nach dem 
Ausschiitteln damit gesiittigt, um zu priifen, ob der Unterschied 
etwa durch vollstandigere Ausschiittelung des Fettes aus de! 





1 Diese Zs, Bd. 120, S. 103, (1922). 
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salagesattigten Lésung bedingt sei. Eine neue Ausschiittelung 


lieferte aber kein wagbares Extrakt. 
Kin zweiter Versuch wurde in derselben Weise ausgefihrt, 


nur mit dem Unterschiede, daB als wasserentziehendes Salz 
wasserfreies Natriumsulfat zur Anwendung kam. Die enthiilsten 
Sonnenblumensamen waren zwischen dem ersten und dem 
zweiten Versuch im Exsiccator tiber CaCl, verwahrt worden, 
und dies hatte offenbar zur Abtétung des fettbildenden Enzyms 
gefihrt. Weder die salzfrei gebliebene noch die salzhaltige 
Halfte gab an Benzol auch nur eine Spur Substanz ab. Ich fihre 
diesen beziiglich des eigentlichen Zweckes miBgliickten Ver- 
such an, weil er einen glainzenden, wenn auch unfreiwilligen 
Kontrollversuch beziiglich aller denkbaren Fehlerquellen, auch 
der von mir in der fritheren Mitteilung anerkannten, darstellt. 














Uber die Zusammensetzung der Heringseier, 
L Mittsilane. 


Das Ichthulin. 


Von 
H. Steudel und E. Takahashi. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Januar 1923.) 


Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung von 
Kiern sind bisher hauptsiichlich an Hihnereiern ausgefiihrt 
worden. Ihre Gré8e und ihre leichte Beschaffbarkeit hat von 
jeher die Hiihnereier zu einem sehr beliebten Untersuchungs- 
material in der physiologischen Chemie gemacht. Aber die 
an ihnen erhaltenen Resultate kénnen — soweit es sich um 
allgemeinere Fragen der Zusammensetzung von Kiern handelt — 
doch immer nur ein ganz einseitiges Bild geben, das sich 
zuniichst nur auf die besonderen Verhiltnisse des Vogeleies 
beziehen kann. Die Befunde diirfen nicht ohne weiteres ay 
die Kier anderer Tierklassen, deren Embryonen unter anderen 
iuBeren Bedingungen heranwachsen, iibertragen werden. 

Uberblickt man nun die Kenntnisse, die wir von der Zu- 
sammensetzung der Kier anderer Tiere, auBer den Hiihner, 
haben, so sind sie recht fragmentarisch. Ein Grund hierfir 
ist natiirlich in der schwierigen Beschaffung von Ausgangs- 
material zu suchen, und so findet man denn auch nur as 
Gegenstand von Untersuchungen Eier, die leichter in einigel 
Mengen zu erhalten sind. Aber fast alle diese Untersuchungen, 
die sich gréBtenteils auf die Kier von Amphibien oder Fischen 
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beziehen, entbehren einer gewissen Systematik, man hat sich 
gewobnlich damit begniigt, nur eine zur betreffenden Zeit 
gerade interessierende Substanz aus den Eiern zu _isolieren 
und niher zu definieren. Genauere, besonders quantitative 
Untersuchungen, die die Zusammensetzung der betreffenden 
Eiarten restlos aufkliren, etwa wie wir iiber die Zusammen- 
setzung der Spermatozoen mancher Fischarten orientiert sind, 
liegen bisher nicht vor. Eine genaue qualitative und quan- 
titative Kenntnis der Komponenten der "ier halten wir aber 
fir durchaus notwendig, um einen niheren Einblick in den 
Stoffwechsel des sich getrennt vom miitterlichen Organismus 
entwickelnden und nur auf den im Ei enthaltenen Vorrat von 
Nihrstoffen zunichst angewiesenen Embryo zu erhalten. Es 
miissen im Ei nicht allein die iiblichen Nahrstoffe in aus- 
reichender Menge vorhanden sein, sondern auch die simtlichen 
sogenannten accessorischen Nahrstoffe, und je genauer wir die 
Stoffe des Kiinhalts kennen lernen, um so gréBer muB auch 


- die Wahrscheinlichkeit werden, des einen oder anderen acces- 
art sorischen Nihrstoffs habhaft zu werden. Endlich werden sich 
= bei genauer Kenntnis der EKikomponenten vielleicht auch Unter- 
' schiede im Stoffwechsel der natiirlich befruchteten Kier ergeben 
le gegeniiber dem durch kiinstliche Reize zur Entwicklung an- 
” gvereoten. 

y Von diesen allgemeinen Erwigungen ausgehend haben wir 
ch die chemische Untersuchung von reifen Heringseiern aufgenommen. 
“a Sie sind ein verhiltnismiBig leicht erreichbares Material, das 
ay im Anfang des Frithlings in geniigenden Quantitiiten zur Ver- 
sas fiigung steht. 

Fischeier sind schon friher Gegenstand chemischer Unter- 
sal suchungen gewesen, und zwar war zuniichst eine mikroskopische 
a Beobachtung die Anregung zu soichen Arbeiten: das Vorkommen 
iir 


von Dotterplittchen in manchen Hiern. Diese Dotterplittchen 
BS hatte man anfangs fiir Fett oder Stearin gehalten, eine genauere 
Untersuchung tiber die Art des EiweiBkérpers, aus denen sie 


bestehen, stammt von Valenciennes und Frémy.!) Diese 
en, ‘ 





) ©. R. Bd. 38, S. 471 (1854). 
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fanden in unreifen Karpfeneiern, aber auch in den Kiern anderey 
Knochenfische, besonders des Salms, einen EiweiBkérper, dep 
sie Ichthulin nannten, Nach den Resultaten von Walter?) 
der das Ichthulin aus Karpfeneiern darstellte und genauer 
untersuchte, handelt es sich um eine vitellinartige Substany, 
die in Wasser unléslich, dagegen in verdiinnten Salzlésungen 
sowie in verdiinnten Sauren und Alkalien leicht léslich jst. 
Zum Unterschied von anderen Vitellinen gab aber diese Substanz 
beim Sieden mit verdiinnten Sauren eine reduzierende Substanz, 
Noél Paton’), der die Walterschen Untersuchungen an Lachs. 
eiern wiederholte, konnte dessen Angaben bestatigen, nur ge- 
lang es ihm nicht, beim Sieden mit Séuren eine reduzierende 
Substanz zu erhalten. Auch Levene?) der nach dem Vorgange 
von Walter aus Kabliaueiern ein vitellinahnliches Nucleoalbumin 
isolierte, erhielt nicht bei der Spaltung mit Mineralsiiuren eine 
reduzierende Substanz. 

Nach Hammarsten‘), der die Barscheier einer niheren 
Untersuchung unterzog, laBt sich dieser Widerspruch in den 
Resultaten der verschiedenen Forscher so erkliren, dab das 
vitelliniahnliche Nucleoalbumin, das der Hauptbestandteil des 
Einhalts beim Barsch ist, bei der Spaltung keine reduzierende 
Substanz liefert, daB dagegen die EHihille aus Mucin bei un- 
reifen Kiern oder einer mucinogenen Substanz bei reifen Kiern 
besteht, die bei der Spaltung einen reduzierenden Koérper liefert. 

Endlich hat Hugouneugq®) aus gesalzenen Heringseiern 
einen Kiwei8kérper isoliert, das Clupeovin, das aber nach 
Hammarstens Ansicht kein einheitlicher Stoff ist. Dieser 
K6rper, der die drei Hexonbasen und reichlich Monoamino- 
siuren, besonders Leucin, aber weder Glykokoll, noch Glutamin- 
siure enthielt, verhielt sich auch insofern auffallig, als er sich 
bei der Elementaranalyse als phosphorfrei erwies, wihrend alle 


1) Diese Zs. Bd. 15, S. 477 (1891). 

2) Report of investigations on the Life-History of the Salmon in 
fresh-water, 8. 145, Glasgow 1898. 

8) Diese Zs. Bd. 32, S. 281 (1901). 

4) Skand. Arch. Physiol. Bd. 17, S. 113 (1905). 

5) O. R. Bd. 188, S. 1062 (1904). 
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anderen Untersucher einen geringen Phosphorgehalt in den 
yon ihnen isolierten Stoffen feststellen konnten. 

Unsere ersten ,Versuche hatten das Ziel, das Vorkommen 
des in anderen Fischeiern beobachteten vitellinartigen Nucleo- 
albumins festzustellen und die nihere Zusammensetzung dieses 
Kérpers kennen zu lernen. 

Es wurden 3000 g frische, reife Heringsrogen, aus denen 


) die unreifen Kier grob mechanisch mit der Hand herausgesucht 
waren, durch ein weitmaschiges Sieb behutsam durchgedriickt, 


um die einzelnen Kier méglichst voneinander zu isolicren und 


dann mit dem gleichen Gewicht einer n/10-Kochsalziésung ver- 
setzt. Es entstand nun ein ziemlich dicker Brei, der sich auf 


der Zentrifuge nicht trennen lieB. Er wurde deswegen auf 
einer groBen Nutsche abgesaugt und man erhielt ein griinliches, 
tribes Filtrat. Der auf dem Filter verbleibende Riickstand 
wurde noch einmal mit 2 Liter n/10-NaCl-Lésung angeriihrt 
und wieder abgesaugt. Das Filtrat wurde mit dem ersten 
vereint. Aus dieser Lésung lieB sich durch Einleiten von 


| Kohlensiure eine Substanz in geringer Menge als flockiger 


Niederschlag abscheiden, die aber bei weitem nicht den Haupt- 
anteill der in Lésung gegangenen Ké6rper vorstellte. Durch 
KingieBen in viel Wasser war iiberhaupt kein Niederschlag zu 
erhalten, ebensowenig konnte durch Siattigen mit Neutralsalzen 
ein Niederschlag erzeugt werden. Der Kérper verhielt sich 
also in dieser Hinsicht wesentlich anders wie die bisher aus 
Fischeiern gewonnenen Ichthuline. EHinen reichlichen und an- 
scheinend ziemlich vollstiindigen Niederschlag in Form einer 
voluminédsen, weichen, flockigen, rétlichweiBen Fallung erhielt 


| man auf Zusatz von iiberschiissiger Salzsiure, und es wurde 


deshalb das ganze Filtrat durch Zusatz von Salzsiure aus- 
gefillt. Im UberschuB von Salzsiiure war die Substanz nicht 
léslich, sie léste sich dagegen leicht in verdiinnter Natronlauge 
und konnte durch Ansiuvern mit Salzsiure wiedergewonnen 
werden. Ob bei der Ausfaillung mit Salzsiure nun Verainderungen 
der Substanz auftreten, etwa in der Art der Umwandlung eines 
Vitellins in ein Nucleoalbumin, wie sie Hammarsten beim 
BarscheiweiB beobachtet hat, lassen wir vorliufig dahingestellt. 
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Nach einigem Stehen wurde die Fliissigkeit vorsichtig yoy 
Niederschlag méglichst abgegossen, der Riickstand in Wagso 
aufgeschwemmt, mit wenig Natronlauge wieder in Losung ge. 
bracht und durch Faltenfilter filtriert. Nach der Filtratioy, 
die rasch von statten ging und eiu klares, fast farbloses Filtra 
ergab, wurde der Kérper wieder mit Salzsiure ausgefillt: » 
fiel nunmehr fast rein weiB aus. Als er sich geniigend 4). 
gesetzt hatte, wurde die klare, iiberstehende Fliissigkeit a). 
gegossen, der Niederschlag auf einem Filter gesammelt, dan 
mit Alkohol mehrere Male und endlich mit Ather ausgekocht, 
Es resultierte ein feines, weiBlichgraues, staubendes, nicht 
hygroskopisches Pulver. 

Der Riickstand der Hier, der nach der Extraktion mit 
Kochsalzlésung ungelést geblieben war, enthielt augenscheinlich 
noch viel Substanz und wurde zur weiteren Verarbeitung z1- 
nichst mit 60 Liter Wasser durchgeriihrt in der Hoffnung, dai 
das Wasser den EiweifSkérper aufnehmen sollte. Aber in das 
Wasser ging nur sehr wenig Substanz hinein, es setzten sich 
die Kier gréBtenteils unverindert zu Boden, dariiber lag eine 
diinne, weiBliche, nicht durchscheinende Schicht, die sich bei 
mikroskopischer Untersuchung als leere EHihiillen und Reste 
von solchen erwies; dariiber stand das Wasser fast klar und 
zeigte Biuretreaktion nur eben angedeutet. Es wurde also das 
Wasser wieder entfernt und die Eier nunmehr in 12 Liter 
Wasser aufgeschwemmt, dem 240 ccm doppeltnormale Natron- 
lauge zugesetzt waren. Nunmehr ging beim Durchriihren fast 
der ganze Hiinhalt in Liésung, die Fliissigkeit konnte ab- 
gegossen werden und aus ihr mit Salzsiure ein ebenfalls im 
UberschuB des Fallungsmittels unléslicher Kérper gefallt werden. 
Der weiBe Niederschlag wurde abzentrifugiert, in etwa 10 Liter 
Wasser unter Zusatz von wenig Natronlauge filtriert, wiedet 
mit Salzsiiure gefallt, filtriert, mit Alkohol und Ather gewascher, 
ausgezogen und getrocknet wie der erste Niederschlag. 

Der Riickstand der Eischalen wurde nun noch ein drittes 
Mal in 8 Liter Wasser aufgeschwemmt, mit 160 ccm doppelt- 
normaler Natronlauge versetzt, alkoholiert und das Filtrat eben- 
falls mit Salzsiure ausgefillt. Die Fallung wurde zentrifugiert, 
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in 5 Liter Wasser unter Zusatz von wenig Natronlauge geldst 

und filtriert. Das klare Filtrat wurde wieder mit Salzsiure 

ausgefallt und dieser Niederschlag wie oben behandelt. 
Nunmehr waren die Hier bis auf Spuren ihres Inhalts 


; ledig; in wenig Wasser aufgeschwemmt sah man die vollkommen 


leeren, gequollenen, durchsichtigen, farblosen Eihiillen im Wasser 
flottieren, bis sie sich allmahlich zu einem farblosen, voluminésen 
Bodensatze zu Boden senkten. Von einer weiteren Extraktion 
wurde jetzt Abstand genommen, weil sich in kleinen Vorproben 
gezeigt hatte, dab man durch energische Alkalibehandlung schlieB- 


' lich auch die Eischalen in Lésung bekommen konnte. Die leeren 


Kihiillen wurden deshalb mit Alkohol iibergossen und nach 
dem Absitzenlassen die gelblichtriibe Lésung vom Bodensatz ab- 


; gegossen. Dann wurde der Alkohol iiber den EKischalen erneuert 
' und das Priparat zur spiteren Untersuchung beiseite gestellt. 


Die Niederschlige, die durch Kochsalzauszug, beziehungs- 


| weise durch Ausziehen mit verdiinnter Natronlauge und Aus- 


fallung mit Salzsiure erhalten waren, stellten feine, weibe, 
staubende Pulver vor, die sich durch das Trocknen und die 


Behandlung mit Alkohol und Ather natiirlich wesentlich in 
ihren Léslichkeitsverhiltnissen geindert hatten. Es fiel uns 


auf, daB der zunichst mit Salzsiure aus der alkalischen Auf- 
lésung gefallte Kérper iuBerst voluminés und weich war. Der 


| Niederschlag erfiillte fast die ganze Fliissigkeit und setzte sich 


nur 4uBerst langsam zu Boden. Auch dann war er noch immer 
iuBerst locker und lieB sich leicht wieder aufriihren. Auch in 


Alkohol gebracht, erhirtete er nicht sofort, sondern er ver- 


langte ein oftmaliges langeres Kochen mit Alkohol und spiter 
mit Ather, um festere Form anzunehmen. 

Zum Schlu8 haben wir keine Bedenken getragen, die ver- 
schiedenen Fraktionen der EiweiBkérper, die ja alle im groBen 
und ganzen nach derselben Methode gewonnen waren, zu ver- 
einen, zumal vorliufige Stickstoffbestimmungen der einzelnen 
Praparate keinen Unterschied erkennen lieBen. 

Wir haben nun diesen EiweiBkérper auf seine Elementar- 
zusammensetzung untersucht und bestimmt, wieviel Hexonbasen 


| er nach der Methode von Kossel und Kutscher liefert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXVII. 15 
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Zu dem Ende wurde das Priparat, das immer noch einey 
leichten Geruch nach Fischtran hatte, noch dreimal mit immey 
erneuten reichlichen Mengen Alkohol und ebenfalls dreimaj 
mit Ather ausgekocht, solange bis die Lisungsmittel nichts 
mehr aufnahmen. Hierbei zeigte sich, daB noch phosphor. 
haltige Substanzen (wohl Phosphatide) in Lésung ginger, 
Endlich wurde die Substanz an der Luft getrocknet, wobei sic 
zu einem weiben, staubenden Pulver zerfiel, das in wohl yer. 
schlossener Glasflasche aufbewahrt wurde. 


Kine Wasserbestimmung, bei der die Substanz im Trockep. 
schrank bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde, 
ergab folgende Werte: 

0,8985 g nahmen 0,0785 g ab = 8,74°/, Wasser. 

0,8520 ¢ "9 0,0759 g ,, = 8,90, ” 


Die Substanz enthielt also im Durchschnitt 8,82 Prozent 
Wasser. 
0,8750 g sittigen 34,6 cem n/10-Siiure = 12,62 °/, N (Kjeldahl), 


0,2990 g » 27,8 cem i = 12,60 °/, N - 
1,8050 g__s, 0,8 ccm n/2-NaOH = 0,013°/, P (Neumann), 
0,8530g¢ ,,  0,2cem » © 0,018°, P 


0,7532 g (bis zur Gewichtskonstanz getrocknet) geben nach der Ver 
aschung mit Soda und Salpeter 0,0488 g BaSO, = 0,891°, s. 
0,7230 g¢ (bis zur Gewichtskonstanz getrocknet) geben nach der Ver- 
aschung mit Soda und Salpeter 0,0473 g BaSO, = 0,899°), 5. 
0,1735 g (bis zur Gewichtskonstanz getrocknet) geben 0,3345 g C0, 
und 0,1238 g H,O = 52,59°/, C und 7,98°), IL 

0,1596 g (bis zur Gewichtskonstanz getrocknet) geben 0,3048 g C0, 
und 0,1039 g H,O = 52,09°/, C und 7,28°, I 


Das Priparat gab simtliche Farbreaktionen der E: 
weiBkérper: Biuretprobe, Millonsche Reaktion, Schwefelblei- 
probe, Hopkinsche Tryptophanreaktion, Paulysche Diaz 
reaktion. 

Kisen enthielt die Substanz nur in Spuren. 

Rechnet man die Zahlen fir Stickstoff und Phospho! 


gleichfalls auf getrocknete Substanz um, so erhalt man te 
folgenden Werte fiir die Elementarzusammensetzung unseres 
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vi Ichthulins — zum Vergleich sind die von fritheren Unter- 
ro suchern erhaltenen Werte daneben angegeben: 
dal —_—_——————— “a — 
hts if Unser Ichthulin Walter Levene Hammarsten 
He, Reenter eric s eee Saat iRnncetieaten Cewsecacsiei diabetes 
m , C = 52,59 52,09 53,52 52,44 51,73 —52,98 
7 7 H = 1,98 17,28 1,71 7,45 6,78 — 6,93 
™ » N = 14,09 14,08 15,64 15,96 14,78 —14,95 
er | % P = 0,014 0,014 0,48 0,65 0,393— 0,748 
1, S = 0,891 0,899 0,41 0,92 1,11 — 1,24 
ins 0 Fe= 0 0 0,10 — — — 
* Unsere Zahlen entsprechen im allgemeinen den Resultaten, 
die die anderen Untersucher an den Ichthulien anderer Her- 
* kunft erhalten haben und unterscheiden sich von ihnen nur 
durch die wesentlich niedrigeren Werte fiir den Phosphor. 
7” Diese Werte haben wir erst erreicht, als wir unsere Substanz 
einer energischen Alkohol-Atherbehandlung unterzogen hatten, 
yor derselben hatten wir Phosphorwerte erhalten, die etwa um 
: das 10fache héher lagen wie die oben angegebenen. Wir 
a halten aber die sehr niedrigen Phosphorwerte fiir den Ausdruck 
des wahren Phosphorgehaltes der Substanz. Die weiche, volu- 
Ver mindse, flockige Substanz hatte augenscheinlich in hohem Grade 
a das Vermégen andere fremde Korper zuriickzuhalten. Ob dies | 
Ver. Vermégen sich bis zu einer chemischen Bindung erstreckt und ; 
, S J man die Existenz eines Lecithichthulin annehmen muB, lassen | 
Ov; wir dahingestellt. 
9 Hh | Wir haben nun weiter, um den K6rper nicht allein nach 
C0, qualitativen Reaktionen in das unsichere System der HKiweib- 
he kérper einreihen zu miissen, den Hexonbasengehalt durch 
Hie Schwefelsiurespaltung nach der Methode von Kossel und 
plet- Kutscher bestimmt.) 
a20° 30 ¢ Substanz wurden mit einer Mischung von 90 g konz. 
Schwefelsiure und 180 com Wasser 14 Stunden lang am Riick- 
llubkithler gekocht. Dann wurde die Zersetzungsflissigkeit in 
shor bekannter Weise analysiert. 
die 
ores ') Die Bestimmung wurde in der Form ausgefiihrt, wie sie zuletzt 


von F. WeiB beschrieben ist. Diese Zs. Bd. 52, S. 108 (1907). 
15* 
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Ks wurden zum SchluB folgende Ergebnisse gewonnen: 




















2 In Prozenten des 
apie tags NN der 3,7270 g Gesamtstickstoffs 
urspriinglichen Losung ausgedriickt 
Huminstickstoff I... . . 0,2530 g 6,788 
Ammoniakstickstoff . .. . 0,0675 1,811 
Huminstickstoff I]. . . . . 0,0635 1,705 
Histidinstickstoff .... . 0,0915 2,454 
Argininstickstoff . . . . . 0,5388 14,500 
Lysinstickstoff a 0,3753 10,070 
Stickstoff im Phosphorwolfram- 

siurefiltrat 2,3020 61,770 


Rechnet man den Gehalt an Histidin-, Arginin- und Lysin. 
stickstoff in Prozente der trockenen Substanz um, so erhiilt 
man folgende Werte: In 100 g Substanz sind enthalten: 

1,28 g Histidin, 
6,33 g Arginin, 
7,40 g Lysin. 

Nun sind von Osborne’) und seinen Mitarbeitern die 
Hexonbasen im Vitellin aus Hiihnereiern bestimmt, deren Menge 
er in 100 g Trockensubstanz wie folgt angibt. 

1,90 g Histidin, 
7,46 g Arginin, 
4,81 g¢ Lysin. 

Wir geben unsere Zahlen natiirlich nur mit aller Reserve, 
die bei solch einem ersten quantitativen Versuch geboten ist, 
glauben aber doch, daB die Ubereinstimmung zwischen den 
verschiedenen Zahlen gut genug ist, um daraus folgern 1 
kénnen, daB das Ichthulin aus Heringseiern tatsiichlich zu 
Gruppe der Vitelline gehort. 

Eine reduzierende Substanz haben wir nach der Siure- 
spaltung unter den Bedingungen’), unter denen z. B. aus 
Paramucin sich reichliche Mengen reduzierender Substanz ab 
spalten lassen, nicht nachweisen kénnen. 





'!) Osborne und Jones, Amer. Journ. Physiol. Bd. 24, S, 153 (190%) 
? H. Steudel, Diese Zs. Bd. 34, S. 379 (1901). 
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Fir die physiologische Stellung der Heringseier ergibt 
sich aus dem Beweise, dab die Hauptmenge ihrer EKiweib- 
bestandteile zu den Vitellinen gehért, folgendes: Es entspricht 
offenbar das Heringsei biologisch dem EKidotter des Hiihnereis. 
Wiahrend nun aber der heranwachsende Fisch nach dem Auf- 
zehren seines im Ki vorhandenen VorratseiweiBes in der Lage 
ist, sich selbstindig Nahrung zu suchen, ist dies beim Hihner- 
'embryo dann noch nicht der Fall, wenn das Vitellin des Ki- 

dotters verbraucht ist. Dem Hiihnchen steht bis zum Erwerb 
der Fahigkeit der freien Nahrungsaufnahme nun noch das 
| EiweiB des Kierklars zur Verfiigung. Beim Fischei fehlt dies, 
weil der junge Fisch in diesem Stadium sich schon seine 
} Nahrung selbst suchen kann. 








Uber die Zusammensetzung der Heringseier. 
II. Mitteilung. 


Die Eischalen. 


Von 


H. Steudel und 8S. Osato. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Januar 1923.) 


Wenn man frische, reife Heringseier wiederholt mit ver. 
diinnten Alkalien auszieht, so geht der gesamte Kiinhalt in 
Lésung und es bleiben die leeren Kischalen in stark gequollenem 
Zustande als durchscheinende, farblose Gebilde zuriick. Nach 
sorgfailtigem Auswaschen mit Wasser und erschépfender Extrak- 
tion mit Alkohol und Ather in der Siedehitze schrumpfen die 
Hiillen zu weiBlichen, harten Kérnern von Stecknadelkopferite 
zusammen, die wie Gries aussehen. Da uns eine gribere 
Menge dieses Materials zur Verfiigung stand, haben wir eine 
chemische Untersuchung desselben begonnen. 

Angaben tiber die chemische Zusammensetzung der Schaler- 
haut von Kiern liegen mehrere vor; am eingehendsten ist 
wegen ihrer leichten Beschaffbarkeit die Schalenhaut des 
Hiihnereies untersucht, die aus einer Keratinsubstanz bestebi. 
Ferner ist die Hiille der Froscheier von Giacosa!) unter 
sucht, der sie aus Mucin bestehend angibt. Denselben Befund 
hat Wolfenden?’) gemacht. Endlich sind die Hiillen der Kier 
des FluBbarsches von Hammarsten’) analysiert: er fand, dab 


1) Diese Zs. Bd. 7, 8. 40 (1882). 
*) Jl. of Physiol. Bd. 5, S. 91 (1884). 
*) Skand. Arch. Physiol. Bd. 17, S. 118 (1905). 
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sie im unreifen Zustand Mucin, in reifem Zustand fast nur 
Mucinogen enthalten. 


Um iiber die Zusammensetzung der Schalen der Herings- 
eier nun eine gewisse Kenntnis zu erlangen, haben wir an 
unserem Priparat zunichst Elementaranalysen gemacht und 
daran eine quantitative Spaltung und Bestimmung der Hexon- 
basen nach der Methode von Kossel und Kutscher an- 
geschlossen. 

Fiir die Analyse haben wir aus unserem Praparat, das 
auber den unverletzten Kiern auch noch Bruchstiicke von 
Kischalen in Form kleiner weiBer Flocken enthielt, durch 
sorgfaltiges Sieben und Auslesen mit der Pinzette uns eine 
groBere Menge eines Priparates hergestellt, das nur aus tadel- 
los erhaltenen Hischalen bestand. Dann haben wir die Substanz 
durch mehrmaliges Auskochen mit Alkohol und Ather sorg- 


er. [i filtig von etwa noch vorhandenen geringen Mengen von Lipoiden 
1D befreit. Wir erhielten endlich ein schneeweibes, feinkérniges 
en Priparat. Samtliche Analysen sind an Substanzen gemacht, 
ach die vorher bei 100—110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
ak- $e = waren: 

de 0,2287 g siittigten 23,1 cem n/10-Siiure = 14,15 °/, N (Kjeldahl). 

ibe ie 02041g , 20,7 ccm ss = 14219, N( 4 ) 

ere 2,1506 g na 2,8 ecm n/2-NaOH = 0,07°/, P (Neumann). 
fal 2,0886 g 2,7 ecm ss -“<— GRE Ft 4 -} 


5,80 mg gaben 10,93 mg CO, und 4,00 mg H,O = 51,40°/, C und 
7,12 °/, H (Wrede). 
ells 10,98 mg gaben 20,69 mg CO, und 1,68 mg H,O = 51,63°/, C und 


ist 7,86 °/, H (Wrede). 

des fie 0,9773 g, mit Soda und Salpeter verbrannt, gaben 0,0382 g BaSO, 

ah. ? = 0,54 °/, S. 

er 1,1524 g, poker und Salpeter verbrannt, gaben 0,0466 g BaSO, 
no -aaae 0 Ves 


Kisen war in der Substanz nicht vorhanden. 


ab ie Vergleicht man die Elementarzusammensetzung der Ei- 
schalen mit der des Ichthulins?), so ergibt sich eine fast vollige 
Uhereinstimmung: 





') H. Steudel u. E. Takahashi, Diese Zs. Bd. 127, S. 210 (1928). 
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Ichthulin (Durchschnittszahlen): Kischalen (Durchschnittszahlen) 


0), C = 52,89 51,52 
°/, H= 1,58 1,79 
%, P= 0,014 0,07 
/, S = 0,89 0,55 


Die gewohnlichen Farbreaktionen der EiweiBkorper fiele 
bei unserem Priparat alle positiv aus: Millonsche Reaktion, 
Biuretreaktion, Schwefelbleireaktion, Hopkins Tryptophan. 
reaktion, Paulys Diazoreaktion. 

Beim Kochen mit verdiinnter Siure (1 g Substanz in 
60 com 3°/, HCl 1, 2 und 3 Stunden am RiickfluBkiihler, 
unter Bedingungen, unter denen aus Paramucin sich reichlich 
reduzierende Substanz abscheiden 1l4Bt, gab unser Pri. 
parat nur nach einer Stunde einen spurenhaften Niederschlag 
von Kupferoxydul. Die anderen Proben hatten ein negatives 
Ergebnis. 

Wir haben endlich 32 g lufttrockner Substanz mit einem 
Gemisch von 96g konz. Schwefelsiure und 192 g Wasser 
20 Stunden auf dem Sandbade am RiickfluBkiihler gekocht 
und in der Zersetzungsflissigkeit die Hexonbasen nach Kossel 
und Kutscher bestimmt. Die dabei erhaltenen Resultate gibt 
die folgende Tabelle wieder: 




















In Prozenten des 
8 Gesamt-N 

Gesamtstickstoff. . . ... 4,1260 - 

Huminstickstoff I... . . |. 0,2220 5,381 
Huminstickstoff II. . . . . | 0,0804 1,949 
Ammoniakstickstoff ... . 0,0846 2,05 

Histidinstickstoff ..... 0,1649 8,997 
Argininstickstoff . ... . 0,5947 14,413 
Lysinstickstof . .... . 0,3098 7,510 
Phosphorwolframsiurefiltrat - N 2,5627 62,11 


Rechnet man die Ausbeute der drei Diaminosiuren in 
Prozente des trockenen Ausgangsmaterials um, so erhalt man 
folgende Werte: 


2,09 °/, Histidin, 
6,35 °/, Arginin, 
5,55 °/, Lysin. 
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Diese Werte nahern sich ebenso wie die Werte der 
Elementaranalyse ganz auffallend den Werten, die fiir die 
Hexonbasen des Ichthulins gefunden sind (1,28 °/, Histidin, 
6,33 °/, Arginin, 7,40°/, Lysin) und der SchluB ist naheliegend, 
daB hier ein und derselbe Eiwei8kérper in zwei verschiedenen 
Modifikationen, einer léslichen und einer unléslichen vorliegt. 
Jedenfalls kann der Stoff nach seinem geringen Schwefel- 
gehalt kein Keratin sein, das auch einen anderen Hexon- 


| pbasengehalt hat.!) Ebensowenig ist es ein mucinahnlicher 


Korper, wir sind eher der Meinung, daB das von anderen 
Autoren gefundene Mucin eine auBere Umhiillung der Schalen- 
haut vorstellt. DaB eine Probe unseres Priparats noch spuren- 
hafte Reduktion nach der Spaltung zeigte, hat wohl seinen 
Grund darin, daB den Eischalen, die bei ihrer Isolierung zum 
Schlu8 in Wasser stark quellen, mechanisch noch etwas Mucin 
angehaftet hat. Wir sind tiberzeugt, da8S man bei sehr sorg- 


| faltiger Reinigung der Schalen zu Praparaten kommen wird, 


die keine reduzierende Substanz mehr enthalten. 

Der Befund, daB die Kischale des Heringseies weder ein 
Keratin?) noch ein Mucin ist, verliert sein Auffallendes, wenn 
man folgende Uberlegungen anstellt: 

Da das Ichthulin des Heringseies dem Vitellin des Hiihner- 


| eles entspricht, so stellt das Heringsei nur denjenigen Teil 


des Hiihnereies vor, der als Eidotter bezeichnet wird und es 


 miiBte als Vergleichsobjekt fiir die Schale des Heringseies die 


Haut, die den Hiihnereidotter umgibt, herangezogen werden. 


' Die Haut, die das gesamte Hiihnerei, Dotter und LHierklar, 


umgibt, ist gar nicht mit der Heringseischale vergleichbar. 
Macht man sich diese Auffassung zu eigen, so kann man 
weiter einen einleuchtenden Grund fiir das sonst ganz un- 


| erklirliche Vorkommen des Ovomucoids im Hiihnereiklar an- 


geben: es ist eine phylogenetische Reminiszenz an das Mucin, 


| das die Kier der Fische und vieler Amphibien einhiillt. 





') Argiris, Diese Zs. Bd. 54, S. 86 (1907). 
*) Die Eihiute von Scyllium stellare sollen nach Pregl (Diese Zs. 
Bd. 56, S. 1 (1908) aus einem Keratin bestehen. 











































Die Verwandlungen der Aminosduren in Gegenwart voy 
Zucker. 


Von 


S. Kostytschew und W. Brilliant. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Januar 1923.) 

In einer friiher veréffentlichten Mitteilung') haben wir fol- 
gende Tatsachen hervorgehoben: 

1. Der Abbau der Eiweifstoffe im Macerationshefesaft 
findet in einem schwachsauren Medium bei 34° mit grober 
Energie statt. In unseren Versuchen wurde ‘nach 2—3 Tagen 
immer etwa 90°/, KiweiB zersetzt. 

2. Versetzt man den autolysierten Macerationssaft mit 
einer betrachtlichen Zuckermenge, so bilden sich nach Stehen- 
lassen in Gegenwart von Antiseptica Stoffe, die mit Kupfer 
hydrat nach Stutzer fallbar sind. Bereits damals haben wir 
ausdriicklich betont, daB die genannten Verbindungen mit den 
EiweiBstoffen nicht identisch sind. 

Nun wollen wir einige weitere Resultate von unseren Unter- 
suchungen iiber diesen Gegenstand in aller Kiirze mitteilen. 
An dieser Stelle soll nur ein Teil der ausgefiihrten Versuche 
wiedergegeben werden. Simtliche Versuche haben wir unter 
antiseptischen Kautelen ausgefiihrt. Als Antiseptica verwer- 
deten wir Thymol und Toluol. 

Ks ergab sich zuniachst, daB die Bildung der fraglichen 
Stoffe von geringen Temperaturiinderungen sehr abhingig ist 
Bereits bei 55° entstehen die mit Kupferhydrat fillbaren Stole 
in weit gréBeren Mengen als bei 35° So z. B.: 





1) §. Kostytschew u. W. Brilliant, Diese Zs. Bd. 91, 8. 3? 
(1914); auch Mitt. d. Akad. d. Wiss. in St. Petersburg S, 953 (1916). 
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Mehrere Portionen zu je 2 g Trockenhefe nach v. Lebedew 
wurden in je 10 ccm 0,1 n-Essigsiure bei 34° autolysiert, dann 
mit Ammoniumcarbonat neutral gemacht, mit je 4 g Trauben- 
aucker versetzt und 3 Tage bei 55° belassen, wonach der nach 
Stutzer fallbare Stickstoff ermittelt wurde. 


N im Kupferniederschlag nach Kjeldahl. 


Nach der Autolyse: Nach Stehenlassen mit Zucker bei 55°: 
24,5 mg 100,6 mg 
24,1 ,, 101,2 ,, 
26,7 ,, 104,2 ,, 
26,0 ,, 107,8 ,, 
21,9 ,, 125,8 ,, 
19,8 ,, 117,2 ,, 


Die Bestimmungen des Ammoniakstickstoffs (durch Destil- 
lation unter vermindertem Druck in Gegenwart von Magnesia) 
und des Stickstoffs der Aminogruppen (durch Formoltitration 
nach Sérensen) in autolysierten Hefeportionen ergaben folgende 
Resultate : 


In je 2g Trockenhefe nach 4tigiger Autolyse bei 34°. 


Priparat A. Priparat B. 
N im Kupferniederschlag 21,0mg  N im Kupferniederschlag 24,6 mg 
Ammonis, >. . + “SRY Ammoniak-N ... .; 86,, 
N der Aminogruppen . 94,1 ,, N der Aminogruppen . 87,5 ,, 


K's findet also bei 3 tagiger Autolyse nur eine unbedeutende 
Desaminierung statt. Die nach Stehenlassen mit Zucker auf- 
gefundenen Stoffe sind wahrscheinlich auf Kosten des Amino- 
stickstoffs entstanden. Diese Voraussetzung wird durch folgende 
Versuche vollkommen bestitigt. 

Mehrere Portionen zu je 2 g Trockenhefe wurden in je 
l0cem 0,01 n-Essigsiure bei 35° autolysiert und alsdann mit 
Natriumearbonat neutral gemacht. Nun haben wir Kontroll- 
portionen direkt analysiert, Versuchsportionen aber nach Stehen- 
lassen mit je 4g Traubenzucker bei 55°. 


Hefepriparat A. 


Nach Autolyse bei 35°. Nach Stehenlassen m. Zucker bei 55°, 
N im Kupferniederschlag I. 24,7mg N im Kupferniederschlag 95,9 mg 
Ny . A. BS1 +, Ammonviak-N I.. . .. 8,1 ,, 


Ammoniak-N . . . . . 8,2 " ” | ere ee | ie 
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Hefepraparat B. 


Nach Autolyse bei 35°. Nach Stehenlassen m. Zucker bei 55° 
N im Kupferniederschlag I. 24,6 mg N im Kupferniederschlag I. 90,7 mg 
N ”? ” Il. 23,1 ”? N ” ” Il. 87,8 3 
Ammoniak-N I. . . . . 10,3 ,, Ammoniak-N I... . . 12, 
* Rie «Sa Toe ‘ oo eee 


Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, daB die Zunahme de; 
mit Kupferhydrat fallbaren Stickstoffs durch die gleichzeitige 
Abnahme des Ammoniakstickstoffs durchaus nicht gedeckt wird, 
Folgender Versuch beweist in der Tat, daB die nach Stehen- 
lassen mit Zucker aufgefundenen Stoffe aus Aminosiduren ent- 
standen sind. 

Mehrere Portionen zu je 1 g Trockenhefe; Autolyse in je 
5 ccm 0,01 n-Essigsiure bei 34°. Nach Neutralisation mit NaOH 
wurden Kontrollportionen sofort zur Analyse verwendet, Ver. 
suchsportionen aber mit je 2 g Traubenzucker versetzt und 
3 Tage bei 55° stehen gelassen. 


Hefepriparat A. 


Nach der Autolyse. Nach Stehenlassen m. Zucker bei 55°. 
N im Kupferniederschlag I. 20,3 mg N im Kupferniederschlag I. 57,0 mg 
N ,, a Il. 183, N,, a Il. 52,7 , 
Amino-N n. Sérensen I, 45,5 ,, Amino-N n. van Slyke I. 11,1 , 
” ” ” II. 49,0 ;, ” ”» » ” II. 10,1 ,, 
- » vanSlykel. 48,9 ,, 
” ” ” ” Il. 49,0 ,, 
N-Zunahme im Kupferniederschlag im Mittel 35,5 mg 
Abnahme des Amino-N im Mittel. . . . . . 38,2 ,, 


Hefepriparat B. 
Nach der Autolyse bei 34°. Nach Stehenlassen m. Zucker bei 55". 
N im Kupferniederschlag 22,9mg N im Kupferniederschlag 60,7 mg 
Amino-N n. van Slyke 47,3 , Amino-N n. van Slyke 7,7 
N-Zunahme im Kupferniederschlag 37,8 mg 
Abnahme des Amino-N. .... . 896 ,, 


Ks ist also ersichtlich, daB die mit Kupferhydrat fallbaren 
Stoffe ausschlieBlich auf Kosten des Aminostickstoffs entstanden 
sind. Sie stellen Verbindungen von Zucker und Aminosdured 
vor. Der Zucker unterliegt dabei keinen tiefgreifenden Ver- 
’nderungen: nach Zerlegung des Kupferniederschlags wird der 
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Zucker regeneriert. Die Aminosiuren kénnen dagegen aus dem 
Kupferniederschlag nicht zuriickgewonnen werden (s. unten). 

Bei den in unseren Versuchen beibehaltenen Verhaltnissen 
entstehen auch Verbindungen von Ammoniak mit Zucker in 
reichlicher Menge; diese Stoffe sind aber mit Kupferhydrat 
nicht fillbar. Der groBe Verbrauch von Ammoniak wird durch 
folgende Versuche erlautert. 

Mehrere Portionen zu je 1 g Trockenhefe wurden in iiblicher 
Weise autolysiert, dann mit Ammoniumcarbonat versetzt. Nun 
wurden Kontrollportionen zur Analyse verwendet, Versuchs- 
portionen aber mit Traubenzucker bei 55° im Verlaufe von 
4 Tagen stehen gelassen. 


Hefepriparat A. 


Nach der Autolyse. Nach Stehenlassen mit Zucker. 
Gesamt-N n. Kjeldahl 170,2 mg Gesamt-N n. Kjeldahl 159,3 mg 
Ammoniak-N . . . . 16,2 ,, Ammoniak-N ... . io 

Hefepraiparat B. 

Nach der Autolyse. Nach Stehenlassen mit Zucker. 
Gesamt-N n. Kjeldahl 161,3 mg Gesamt-N n. Kjeldahl 154,1 mg 
Ammoniak-N . . . . 14,8 ,, Ammoniak-N ... . 31,8 ,, 


Hefepriparat C. 
Nach der Autolyse. Nach Stehenlassen mit Zucker. 


Ammoniak-N I. 66,4 mg, I1.64,0mg Ammoniak-N I. 10,5 mg, II. 7,7 mg 

Der in diesen Versuchen stattgetundene unbedeutende 
Ammoniakverlust durch Verfliichtigung entspricht durchaus 
nicht der gesamten Abnahme des Ammoniakstickstoffs. Letz- 
terer hat zweifellos bei den synthetischen Vorgingen Verwen- 
dung gefunden. 

Wiederholt haben wir versucht, die mit Kupferhydrat fall- 
baren Stoffe sowohl durch proteolytische Fermente der Hefe, 
als durch Kochen mit Salzsiure zu hydrolysieren; das Resultat 
var Immer ein negatives. So z. B.: 

N im Kupferniederschlag nach Autolyse und Stehenlassen 
mit Zucker. 
5 ee cs we ees ee ee ee oe 

Nach Kochen mit verdiinnter Salzsiure . .. . . 84,7 ,, 


i ree ee ee 
Nach 3 tigiger Einwirkung der Hefetryptase bei 34° 65,0 ,, 
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Ks ist ohne weiteres einleuchtend, daB die hier beschrie. 
benen Stoffumwandlungen vom physiologischen Standpunkt ays 
bedeutendes Interesse darbieten, da sie im Gegensatz zu dep 
von Maillard’) beschriebenen Reaktionen bei ziemlich niedrigey 
Temperaturen verlaufen und also iiberall stattfinden miissey, 
wo Ammoniak bzw. Aminosiuren mit Zucker zusammentreffey, 
Ob es sich aber dabei um eine Fermentwirkung handelt, is 
fraglich, da die genannten Reaktionen auch in Abwesenheit 
von Hefe spontan verlaufen. Zu den folgenden Versuchen wurde 
ein synthetisches Priparat von Glykokoll verwendet, das wir 
aus Chloressigsiure in iiblicher Weise dargestellt haben. Die 
Reinheit des Priparats wurde durch Analyse festgestellt. 

0,2500¢g verbrauchten bei der N-Bestimmung nach Kjeldahl! 33,7 cen 
0,2 n-Siiure. 

C,H,O,N Ber. N 18,67°/ 9 Gef. N 18,92°,, 

Mit diesem Praparat wurden u. a. folgende Versuche aus- 
gefiihrt. 

0,5 g Glykokoll, 0,4 g Ammoniumcarbonat, 4 g Trauben- 
zucker und 10 ccm Wasser, 3 Tage bei 55°. 

N im Kupferniederschlag . . . . 42,0 mg 

Ks ist allerdings nicht bewiesen, daf& die durch spontane 
Kinwirkung von Aminosiuren auf Zucker entstehenden Stolle 
mit den vorstehend beschriebenen, im Hefeautolysat aufgetun- 
denen Produkten identisch sind. Erstens ist fiir die spontane 
Reaktion zwischen Glykokoll und Zucker die schwach alkalische 
Reaktion der Liésung eine notwendige Bedingung, indes im 
Hefeautolysat die Reaktion der Fliissigkeit ohne Bedeutung ist. 

N im Kupferniederschlag aus Hefeautolysat I. 25,9 mg, IL. 25,6 ing 

Desgl. nach Stehenlassen mit Zucker: 

A. Bei alkalischer Reaktion . . . . . 102,9 mg 
B. ,, neutraler') “ ee eee, 
C. ,, saurer ps eat web 

N im Kupferniederschlag aus einem Gemisch von 0,9 

Glykokoll, 4 g Traubenzucker und 10 ccm Wasser (2 Tage bei 59’. 


1) Maillard, C. R. Bd. 153, 8. 1078 (1911); Bd. 154, S. 66 (1912): 
Bd. 155, S. 1554 (1912); Bd. 156, S. 1159 (1913); Genése des matiéres 
protéiques et des mati¢res humiques (1913). 

*) Annihernd! 
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Bei alkalischer Reaktion (Zusatz von 0,2 g NaOH) . 33,9 mg 

, neutraler oi (ohne Zusiitze) . . . . . Spur 
AuBerdem ist folgender Unterschied beachtenswert: vor- 
stehend wurde dargetan, daB die Gesamtmenge des im Hefe- 
autolysat nach Stehenlassen mit Zucker verschwundenen Amino-N 
im Kupferniederschlag wiedergefunden wird. Bei der spontanen 
Reaktion zwischen Glykokoll und Zucker entstehen gleichzeitig 
auch andere Produkte, die mit Kupferhydrat nicht fallbar sind, 


aber unter Verbrauch des Amino-N synthetisiert werden. 


2¢ Glykokoll, 8 g Traubenzucker, 0,8 g NaOH und 40 ccm 
Wasser wurden unter Zusatz von Thymol und Toluol 3 Tage 
bei 55° belassen. 

N im Kupferniederschlag nach Kjeldahl. . 74,0 mg‘) 


N im Filtrat vom Kupferniederschlag . . . 298,3 ,, 
Amino-N im Kupferniederschlag n. Sdrensen 17,0 ,, ') 
Amino-N im Filtrat nach S6rensen. . . . 140,5 ,, 


Aus diesen Zahlen ist folgendes ersichtlich. Im Filtrat 
von Kupferniederschlag ist nur die Hilfte des Gesamt-N als 
Amino-N titrierbar. Es wurde also eine groBe Menge des 
Amino-N zur Bildung von Stoffen verbraucht, die mit Kupfer- 
hydrat nicht fallbar sind. Auch erfolgt die Bildung der mit 
Kupferhydrat faillbaren Stoffe bei der spontanen Reaktion 
zwischen Glykokoll und Zucker mit einer viel geringeren Energie 
als im Hefeautolysat. SchlieBlich beweist obiger Versuch, dab 
bei der Reaktion kein Stickstoffverlust stattfindet: Die Gesamt- 
menge des Stickstoffs im Niederschlag und im Filtrat (samt 
Waschwasser) ist gleich 372,38 mg. Dies ist aber die in 2 ¢ 
Glykokoll enthaltene Menge. 

In diesem Zusammenhange miissen noch die vorstehend 


| erwihnten, von Maillard beschriebenen Reaktionen besprochen 


werden. Der genannte Forscher hat durch Erhitzen von Amino- 
sauren mit Zucker und Glycerin bei 100—150° in einem al- 
kalischen Medium synthetische Produkte dargestellt, die seiner 
Meinung nach einerseits Diketopiperazine und ihnliche Stoffe, 


ee 


') Der Kupferniedersehlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, 


Schwefelkupfer abfiltriert und im Filtrat Gesamt-N und Amino-N er- 
mittelt, 
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andererseits aber Huminsubstanzen sein sollen. Die in unserey 
Versuchen bei einer viel niedrigeren Temperatur erhaltene, 
Stoffe unterscheiden sich in mancher Beziehung von de, 
Maillardschen Substanzen. 

1. Maillard beschreibt die Kinwirkung von Glycerin ay; 
Aminosiiuren als eine besonders typische Reaktion. In unserey 
Versuchen hat niemals eine Abnahme des Aminostickstoffs jp 
Gegenwart von Glycerin stattgefunden. Aus vielen einschligigey 
Versuchen mige z. B. folgender als Erliuterung des eben ge. 
sagten dienen. 

I. Kontrollportion 

Amino-N nach Sérensen 44,5 mg. 
II. Versuchsportion (nach Stehenlassen mit 10 g Glycerin bei 55" 
Amino-N nach Sérensen: A. 42,0 mg, B. 40,5 mg. 

Auch unter verschiedenen Zuckerarten erwiesen sich iy 
unseren Versuchen nur Monosen (Glucose, Galaktose und 
Arabinose) als wirksam. Saccharose und Lactose waren nur 
nach stattgefundener Inversion reaktionsfihig. Es scheint also, 
daB Aldehydeigenschaften der Zuckerarten fiir das Zustande- 
kommen der fraglichen Reaktion von Bedeutung sind. 

2. In den Versuchen von Maillard enthielten die Knd- 
produkte der Reaktion keine Zucker- bzw. Glycerinkomplexe, 
indes in unseren Versuchen die mit Kupferhydrat fiallbaren 
Stoffe Zuckerverbindungen vorstellen. Der mit heiBem Wasser 
ausgewaschene Niederschlag gibt, in Wasser suspendiert, keine 
Zuckerreaktionen. Zerlegt man aber den Kupferniederschlag 
mit Schwefelwasserstoff, so ist das Filtrat vom Schwefelkupier 
zuckerhaltig: es reduziert die Fehling sche Lésung und liefert 
mit Phenylhydrazin das Glucosazon. Zucker wird also aus 
der Verbindung regeneriert. 

3. Die Maillardsche Reaktion zwischen Aminosiiuren 
und Zucker bzw. Glycerin erfolgt unter einer lebhaften C0, 
Abscheidung. In unseren Versuchen war keine Gasbildung 7 
verzeichnen. Erst die Zersetzung des Kupferniederschlages 
wird von einer ausgiebigen Gasentwicklung begleitet.') Aus 
all diesen Tatsachen ist der SchluB zu ziehen, daB die i 





') P. Eliasberg, eine im Gange befindliche Arbeit. 
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Seren 






 vorliegender Mitteilung dargestellten Stoffumwandlungen mit 
den von Maillard beschriebenen Reaktionen nicht identisch 





































fenen 


d age ' ; 
” sind. Andererseits ist es wohl méglich, daB unsere Reaktionen 

el eine Vorstufe der Maillard schen Reaktionen bilden. 
sis Ks ist gewiB beachtenswert, daB Aminosiuren, die selbst 
») . 
% : Skochenden starken Mineralsiuren gegeniiber so auffallend 

. resistent sind, durch Kinwirkung von Zucker bei milden Tem- 
eu ; . " : : 
. ge. peraturen einer tiefgreifenden Verainderung anheimfallen. Kine 


[solierung von einheitlichen Produkten dieser merkwiirdigen 
Reaktion ist mit groBen Schwierigkeiten verbunden; diese 
Arbeit ist noch nicht abgeschlossen. Schon jetzt sind wir 
i566) Fe jedoch imstande zu behaupten, daB die hier beschriebenen 

Stoffumwandlungen bei vielen physiologischen Vorgingen eine 
h in hervorragende Rolle spielen. So hat jiingst N. N. [wanoff}?) 
und Jin unserem Laboratorium dargetan, daB die sogenannten 
nur fi Girungsexkremente Ad. Mayers?) nichts anderes sind als die 


also, [von uns aufgefundenen Umwandlungsprodukte der Amino- 
nde- siuren; derselbe wies nach, daB die vermeintliche Stabilitat 
bdes Hefeeiweises wihrend der alkoholischen Girung’) auf irr- 
ind- tiimlichen Angaben fuBt und auf Grund der von uns ermittelten 
exe, Tatsachen ganz anders aufzufassen ist. 
aren Zum SchluB wollen wir darauf hinweisen, da auch 
sser Ammoniak mit Zucker bei niederen Temperaturen Verbindungen 
eine eingeht. DaB es bei hohen Temperaturen der Fall ist, dafiir 
lag He sprechen mehrere allgemein bekannte T'atsachen. So erhielt 
per J Tanret’) aus Zucker und Ammoniak nach dauernder Er- 
fert hitzung bei 100° neue Basen, die er als Glucosine bezeichnete 
aus und die eine auffallende Abnlichkeit zeigten mit den aus 


| Fuselél isolierten basischen Stoffen.®) Stoehr®) hat verschieden- 





rel 

“4 ') N.N. lwanoff, Biochem. Zs. Bd. 120, S. 24 (1921). 

iin *) Ad. Mayer, Untersuch. iib. alkohol. Girung (1869). 

a *) L. Iwanoff, Diese Zs. Bd. 42, S. 464 (1904). 

ges ‘) Tanret, C. R. Bd. 106, S. 418 (1888). 

Aus ’)Ordonneau, C. R. Bd. 102, S. 217 (1886); Morin, ebenda 
a Bd. 106, S. 360 (1888); Lindet, ebenda Bd. 106, S. 280 (1888). 


*) Stoehr, Chem. Ber. Bd. 24, S. 4105 (1891); Jl. fiir prakt. Chem. 
Bd. 43, S. 156 (1891); Bd. 47, S. 439 (1893); Brandes u. Stoehr, ebenda, 
Bd. 54, S. 481 (1896). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVII. 16 
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artige basische Stoffe der Pyridin- und Pyrasinreihe aus Zucky 
und Ammoniak bei 100° dargestellt. Windaus und Ullrich} 
haben den interessanten Befund gemacht, daB ammoniakalische 
Kupferoxydlésung mit Traubenzucker Imidazolcarbonsiny 
liefert. Hierdurch ist die biologische Synthese von Histid; 
durchsichtiger geworden. 

Wir haben bei Einwirkung von Ammoniumcarbonat ay} 
Traubenzucker bei 80° basische Stoffe erhalten, aus dene) 
durch Verseifung mit verdiinnten Siuren und Alkaliey 
Ammoniak abgespalten wird. Nach Stehenlassen bei 55° ent. 
stehen dagegen Stoffe, aus denen keine Spur von Ammoniak 
abgespalten werden kann. So z. B.: 

Mehrere Portionen zu je 0,4 g Ammoniumcarbonat (Kall. 
baumsches Praparat ,zur Analyse mit Garantieschein“, 2¢ 
Traubenzucker und 10 ccm Wasser wurden 4 Tage bei 30! 
stehen gelassen. Alsdann haben wir folgende Analysen ausgefiihrt. 


Gasamt-N nach Kjeldahl . . I. 73,4 mg, II. 67,1 mg. 
N im Kupferniederschlage nach 
Biei@eni . cs es. OD Oe, Thee. 
Ammoniak-N . .. . . . . I. 40,6 mg, II. 40,0 mg, ITI. 44,4 mg, 
Ammoniak-N nach Kochen mit 
10°%/,iger HCl . . . . . . IJ. 64,2 mg, II. 65,3 mg. 


Nach Stehenlassen bei 55° war kein Ammoniak-N iu 
Lésung enthalten; auch nach Kochen mit HCl erhielten wir 
keine Spur von NHg. 

Die leichte Abspaltbarkeit von NH, la8t vermuten, dab 
wir mit der ersten Stufe der Einwirkung von Ammoniak au! 
Zucker zu tun hatten. Gerade diese primaren Reaktionen 
sind vom physiologischen Standpunkte aus interessant; werden 
doch in der Pflanzenzelle Aminosiuren aus Ammoniak und 
Zucker aufgebaut. Es kénnte im vorliegenden Falle vo 
Aldehydammoniaken, Amiden oder den sogenannten Osiminen 
die Rede sein. Letztere Verbindungen haben Lobry de Bruy2 
und seine Mitarbeiter?) aus Zucker und alkoholischem Ammoniak 

) Windaus u. Ullrich, Diese Zs. Bd. 90, S. 366 (1914). 

2) Lobry de Bruyn, Recueil des travaux chim. des Pays-Bas 


Bd. 12, 8S. 286 (1893); Bd. 28, S. 3082 (1895); Lobry de Bruyn t 
van Leent, ebenda Bd. 14, S. 134 (1895); Bd. 15, S. 81 (1896). 
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ucker [® erhalten. Ks sind Verbindungen von 1 Mol. Zucker mit 1 Mol. 

‘ich} Ammoniak unter Austritt von 1 Mol. Wasser. 

lische Kine ausfiihrliche Erforschung der ersten Phasen der Ein- 

Siiure wirkung von Ammoniak und Aminosiiuren auf Zucker ist, 

stidiy unserer Meinung nach, fiir das richtige Verstiindnis der bio- 
logischen Synthese sdmtlicher Stickstoffverbindungen in der 

t anf Pllanzenzelle unerliBlich. 

lenen 

alien Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 

"elt 1. Nach Stehenlassen von Hefeautolysat mit Zucker bei 


yniak J 30—55° findet eine Synthese von stickstoffhaltigen Stoffen statt. 
: 2, Die genannten, in groBen Mengen entstehenden Stoffe 
abl IRS sind Produkte der Einwirkung von Aminosiuren und Ammoniak 
2g auf Zucker. Nur Zuckerarten mit Aldehydeigenschaften sind 
al’ hierbei reaktionsfahig. 
tir. 8. Die Produkte der EKinwirkung von Aminosduren auf 
Zucker sind mit Kupferhydrat fiallbar. 
4. Auch eine spontane Reaktion zwischen Aminosauren 
und Zucker findet in einem schwach alkalischen Medium statt. 
| Nach Zerlegung des Kupferniederschlages durch Schwefel- 
wasserstoff wird der Zucker regeneriert, indes die Aminosiiuren 
{ in fe einer tiefgreifenden Veriinderung anheimfallen. 
wit 5. Die in vorliegender Mitteilung beschriebenen Reaktionen 
‘sind bei verschiedenen physiologischen Vorgingen wirksam. 
dab Sie sind nicht identisch mit den von Maillard dargestellten 
aut Umwandlungen der Aminosiuren. 


St. Petersburg. Universitat, Pflanzenphys. Laboratorium. 





Uber Spezifitit der Enzyme. 
Von 
Richard Willstitter und Richard Kuhn. 


III.*) Die Affinitat der Enzyme zu stereoisomeren Zucker, 


Von 


Richard Kuhn. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Januar 1923.) 





Als Hauptergebnis seiner Untersuchungen iiber Fermente 
bezeichnete E. Fischer?) ihr differierendes Verhalten gegen 
Stoffe von duferst ahnlicher Konfiguration. Das bekannteste 
und best untersuchte Beispiel lieferte die Kinwirkung vou 
Hefeausziigen und von Emulsin auf @- und f-Glucoside. Es 
scheint aber bis heute noch kein Versuch vorzuliegen, der ¢ 
gestattet, solche Erscheinungen auf die verschiedene Affinitit 
der Enzyme zu den diesen Glucosiden zugrunde liegender 
stereolsomeren Formen der Zucker zuriickzufthren. 

Fiir eine noch unbekannte Teilreaktion im zymatischen 
Abbau der Hexosen liBt sich aus dem von R. Willstitter 
und H. Sobotka®*) gezogenen ,,Vergleich von «- und f-Glucose 
in der Girung“ schlieBen, daB die Reaktionsgeschwindigkett 





') I. und IL. Abhandlung: R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 1 und 
S. 28 (1922/23). 

*) Bedeutung der Stereochemie fiir die Physiologie, Diese Zs. Bd. 26, 
S. 60 (1898); Unters. itiber Kohleh. und Ferm. S. 116 und zwar S$. 133. 

%) Diese Zs. Bd. 123, S. 164 (1922). 
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peider Formen ungleich ist. Im Gemisch wird niamlich die 
u-Glucose der f-Form vorgezogen'), obwohl jede fiir sich allein 
gleich schnell vergoren wird. Da sich auch die bemerkens- 
werten Versuche von H.J. Hamburger?) iiber die Permeabilitit 
der Glomerulusmembran der Froschniere, die z. B. d-Galaktose 


+ partiell zuriickhalt*), auf noch wenig geklarte, komplizierte 
Mechanismen beziehen, méchte ich durch einige Disaccharid- 


und Glucosidhydrolysen, die unter Zusatz von «- und 
8-Glucose ausgefiihrt wurden, die spezifischen Affinititen der 
Enzyme beleuchten: *) 

Weder das Invertin der Miinchener Léwenbriuhefe, noch 


' die salicin- und helicinspaltenden Komponenten eines aus 
 bitteren Mandeln gewonnenen Emulsinpriparates weisen eine 
'meBbare Affinitét zur «-Glucose auf.5) Die in der Literatur 
| beschriebene Hemmung der Rohrzucker-, Salicin- und Helicin- 


spaltung durch Dextrose ist daher ausschlieBlich der niedrig 
drehenden Modifikation des Traubenzuckers zuzuschreiben. Die 





') Die nachtragliche Drehungszunahme einer teilweise vergorenen 
Glueoselésung hat schon C.S. Hudson, Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 31, 
S. 655 (1909) und zwar 8S. 662 beschrieben. R. Willstatter u. R. Kuhn. 

) H. J. Hamburger u. R. Brinkman, Biochem. Zs. Bd. 88, S. 97 
(1918); H. J. Hamburger, Koninkl. Akad. v. Wetensch. Amsterdam, Proc. 
Bd. XXII, Nr. 4, S. 851 und S. 360 (1919); H. J. Hamburger u. R. Brink- 
man, Biochem. Zs. Bd. 94, S. 131 (1919); H. J. Hamburger, Biochem. 


| Zs. Bd. 128, §. 185 und S. 207 (1921/22); Klin. Wochenschr. Bd. 1, 


S. 418 (1922), 
*) Ob es sich um die «- oder um die #-Form handelt, ist unbekannt. 


| Gleichgewichts-d-Glucose wird vollstindig zuriickgehalten, 1-Glucose 


dagegen durchgelassen. 

*) Die unter Zusatz anderer «- und #-Zucker ausgefiihrten Versuche 
sowie die Beweise dafiir, daB die Verlangsamung der Reaktionsgeschwin- 
digkeiten auf Affinitit der Enzyme zu den Hexosen beruht (Parallel- 
verschiebung der Aktivitits-p,-Kurven), werden spiiter mitgeteilt. 

*) Die Abhiingigkeit der Invertinkinetik vom p, (R. Will- 
stitter, J. Graser und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 8. 1 (1922) und 
zwar S. 63 ff.) ist somit auf die Affinitiit des Enzyms zu den reduzieren- 
den Spaltprodukten zuriickgefiihrt, die wegen der rascheren Mutarotation 
der «-Glucose in Nabe des Neutralpunktes etwa doppelt so groB er- 
scheint als bei optimalem p,. Vel. diese Zs. Bd. 125, S. 74 (1922/23). 
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von vertlissigter Hefe bewirkte Malzzuckerhydrolyse fand ic, 
dagegen durch beide Stereoisomere in annihernd gleicher Weige 
beeinfluBt. ; 

Diese Versuche werden SchluBfolgerungen auf den Wij. 
kungsmechanismus der Enzyme erlauben. Sie zeigen zugleich, 
daB fiir biochemische und namentlich enzymatische Unter. 
suchungen bei Verwendung leicht isomerisierbarer Stoffe, wie 
mutarotierender Zuckerarten, eine genaue Angabe iiber die Dar. 
stellungsweise der Lésungen, den Zeitpunkt ihrer Verwendung 
usw., unerlaBlich ist. Die Erkenntnis, daB z. B. eine ,,5 °) ige 
Glucoselésung“ ein undefiniertes und verinderliches Gemisch 
zweier Stoffe von vollig verschiedenartigem Verhalten darstellen 
kann, macht nicht wenige Angaben der Enzymliteratur wertlos 
und eine Reihe von Widerspriichen verstindlich. 


1. Invertin, 


Als Ursache fiir den wechselnden Verlauf der enzymatischen 
Rohrzuckerhydrolyse!) wurde vor kurzem?) die verschiedene 
Affinitat des Enzyms zu seinem Substrat wahrscheinlich ge. 
macht. Fiir die theoretische Ableitung der Zeit-Umsatzkurven 
sollte nun auch die Affinitét zu den Spaltprodukten mit 
Praiparaten von verschiedener Rohrzucker-Affinitét bestimmt 
werden. Da aber nach C.8. Hudson’) bei der Hydrolyse 
primair a@-Glucose auftritt und sich diese im Verlaufe der 
Reaktion mit der (-Modifikation ins Gleichgewicht  setut, 
wihrend immer wieder hochdrehender Traubenzucker aus dem 
Disaccharid entbunden wird, ist es notwendig, die Dissoziatious- 
konstanten 
(Saccharase] [-Glucose] {Saccharase] [6-Glucose] 
{Saccharase-«-Glucose | [Saccharase-§-Glucose] 
einzeln zu kennen. 








1) R. Willstaitter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese Zs. Bad. 123, 
S. 1 (1922) und zwar S. 63 ff. 

*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1922/23) und zwar Kap. lV, 
S. 13 f. 

*) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 30, S. 1160 und S. 1564 (1908) und Bad. 31. 
S. 655 (1909). 
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Im Gegensatz zu den Angaben von V. Henri’), H. P. 
Barendrecht’”) und L. Michaelis’) hatte E. F. Armstrong‘) 
keinen Kinflu8 der Dextrose auf die Inversionsgeschwindigkeit 
Wir. des Rohrzuckers durch Hefeinvertin beobachtet. Es zeigt sich 
sich, nun, daB die Affinitat des Enzyms zur £-Glucose betrichtlich, 

































ter. mur ¢-Glucose dagegen unmeBbar gering ist.5) Die in Tabelle I 
wie angefiihrten Versuche lassen vermuten, daf Armstrong im 
Jar. Gegensatz ZU den anderen Beobachtern frisch gelésten Trauben- 
lung gucker angewandt hat. Dies gilt auch fiir einen Versuch 
‘ige J Barendrechts®), der mit und ohne Zusatz der dquivalenten 
isch [ee Glucosemenge in 0,2 n-Rohrzuckerlésung gleiche Anfangs- 
len geschwindigkeiten beobachtete. rst bei langerer Versuchs- 
tlos dauer blieb der Umsatz im Glucose-Experiment hinter dem 


' des Kontrollversuches zuriick. 


a-Glucose: Traubenzucker Merck, puriss., wasserfrei, fiir In- 
fusionen; daraus nach R. Behrend’) 


hen 6-Glucose : pyridinfrei ; [a]},°° =+ 19,0° in 2%, iger Loésung (fiir 
a die Zeit ¢ = 0 extrapoliert). 

" Die Hexosen wurden in 30° warmem Wasser gelést, mit der. vor- 
B gewarmten Rohrzucker-Phosphatlésung gemischt und 2 Minuten darauf 
” 2ceem Saccharaselésung (6 der II. Abh., Kap. LI, Abschn. 2°) zugesetzt.®) 
mit In der letzten Spalte der Tabelle sind die Mittelwerte der fiir eine 
mt monomolekulare Reaktion berechneten Konstanten, die im Laufe der 

€ 
* !) Thése, Paris 1903; C. R. Bd. 115, S. 916 (1902). 

*) Zs. physikal. Chem. Bd. 49, S. 456 (1904). 
ia, 7 =§=S_*) L., Michaelis u.M. L. Menten, Biochem, Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). 
en : ‘) Proce. Roy. Soc. London, Bd. 73, S. 516 (1904) und zwar S. 520. 
IS: *) Die Ansicht, daB die Einstellung der Hefe auf die Hydrolyse 
von a-Glucosiden eine ihnliche Verwandtschaft ihrer Enzyme zu den 
entsprechenden Glucosen und damit z. B. die auswihlende Giarung von 
Zuckergemischen bedingen mége (R. Willstatter u. H. Sobotka, a.a.O. 
und zwar §.166f.), bedarf somit der Einschriinkung, 
°) Zit. nach R. O. Herzog in C. Oppenheimers ,,Die Fermente“, 
4, Aufl, Bd. II, S. 977 (1918). 
3 ‘) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 353, S. 106f. (1907). 
‘) Kg nach 5 Monaten ungeiindert = 0,029; S.-W. = 1,18, S.-W. ..4. 
Vv, = 1,24; vgl. R. Willstatter u. R. Kuhn, Chem. Ber. Bd. 56, S. 509 
(1922/23), 
81, *) Naheres iiber die Ausfiihrung der Versuche: Diese Zs. Bd. 125, 


5, 28 (1922/23) und zwar S. 36. 
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Tabelle I. 


Inversion bei 30,05 + 0,05°. Polarisation bei 19°. 





















































ib Dreh- Spal- 
Nr. Zucker oa —— Pn Ae tung he LO*} Mitte! 
(°) lo 

1.] 0,1 n-Saccharose 0,0 [3,615] -- — ~ 

1,6 | 3,555 | 0,26 oo 
7,0 | 2,56 1,055 | 22,2 | 157 | 1585 

12,5 1,88 1,735 | 36,5 | 158 

16,5 1,45 2,165 | 45,6 | 161 

2.} 0,1 n Saccharose 0,0 [5,31] — — -- 

+ 0,11 n-«-Glucose} 1,6 5,038 0,28 59] — 
5,75 | 4,40 0,915 | 19,3 | 163 | Jas; 

12,55] 3,58 1,74 36,7 | 158 

19,3 | 2,95 2,37 49,5 | 154 

3.] 0,1 n-Saccharose 0,0 (5,29 | —_— — _ 

+ 0,11 n-f- Glucose} 2,0 5,04 0,25 547 — 
11,0 | 3,98 1,31 28,2 | 130 | 13%) 

19,0 | 3,20 2,09 45,0 | 137 

30,0 | 2,345 | 2,945 | 63,5 | 146 

Tabelle IL. 
Hydrolyse bei 30,05 + 0,05° Polarisation bei 18,5°. 
ee Tag). 
Nr Zucker (Min) — in fll tang k+10*} Mittel 
(°) /0 

1.] 0,072 n-Raffinose | 0,0 7,255] = — — 

1,5 7,055 | 0,20 Soo 
6,5 | 6,45 0,805 | 23,8 | 183 | 173 

17,8 5,62 1,635 | 48,5 | 167 

26,5 5,075 2,18 64,5 | 170 

2.] 0,072 n-Raffinose | 0,0 [8,96] — _ ~- 

+ 0,11 n-e-Glucose} 2,0 8,60 0,36 10,6 | — 
1,3 7,90 1,06 31,4 | 225 | 176 

17,25] 7,85 1,61 47,7 | 163 

27,0 | 7,00 1,96 58,0 | 140 

3.] 0,072 n-Raffinose | 0,0 [8,925] — — ~ 

+ 0,11 n-Gleich- | 2,5 8,70 0,225 67} — 
gewichts-Glucose | 8,7 8,18 0,745 | 22,0 | 125 | 120 

16,1 1,75 1,175 | 34,8 | 115 

24.5 7,25 1,675 | 49,5 | 121 
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Versuchszeit von 1530 Min. beobachtet wurden, angefihrt. In Uberein- 
stimmung mit dem Auftreten bzw. Verschwinden der hemmenden 6-Glucose 
fallen die Konstanten in Versuch Nr. 2 mit «-Glucose, wihrend sie in Ver- 
such Nr. 3 (mit #-Glucose) starker ansteigen als im Kontrollversuch Nr. 1. 
Die Beobachtung, daB frisch geléster Traubenzucker fiir 
das AusmaB des enzymatischen Umsatzes ohne Belang ist, hat 
sich unter Anderung der Rohrzucker- und Glucosekonzentration 
' und bei Anwendung einer Saccharaselésung von geringerem 
i Reinheitsgrade (S.-W. = 0,42) bestitigt. 
| Wenn die hemmende Wirkung der (#-Hexose durch 
Konkurrenz mit dem Disaccharid um das Invertin zu erklairen 
ist, dann muB die Hydrolyse eines anderen Substrates, die gleich- 
8) He falls durch Invertin erfolgt, durch §-Glucose im selben Sinne be- 
einflubt werden. Dies trifft nach Tabelle II fiir die Hydrolyse 
der Raffinose zu. Kin EinfluB von «-Glucose ist auch hier nicht 
zu erkennen.’) 
a 2. Maltase. 

Uber den Einflu® des Spaltproduktes auf die Wirksamkeit 
der Hefemaltase liegen Angaben von K. F. Armstrong?) und 
von Herzog und Kasarnowski%) vor. Ubereinstimmend’) 
wurde eine bedeutende Verlangsamung der Hydrolysengeschwin- 

~ ( digkeit beobachtet. Nach Tabelle III scheint die #-Glucose 
an diesem Effekte nur wenig stirker beteiligt zu sein als 
die «Form. Doch ist die raschere Mutarotation bei der fir 
— % die Maltasewirkung optimalen Aciditaét zu beriicksichtigen. 


22g frische Hefe der Minchener Léwenbrauerei (21. XII. 1922) 
wurden nach dem Verfahren von R. Willstitter und W. Steibelt®) 








































') Uber die Ausfiihrung der Versuche, zu denen ein Invertin- 
praparat vom §.-W. = 1,05 angewandt wurde, vgl. Diese Zs. Bd. 125, 
S. 28 (1922/23) und zwar S. 60. 
: *) Proce. Roy. Soc. London Bd. 73, S. 516 (1904) und zwar S. 520. 
6 *) R. 0. Herzog u. H. Kasarnowski in C. Oppenheimer ,,Die 
Fermente“, 4, Aufl., Bd. II, 8. 988 (1918). 
‘) Die Angabe in C.Oppenheimers ,,Die Fermente und ihre 
Wirkungen“, 4. Aufl., Bd. II, S. 988 (1913), die sich auch in H. v. Eulers 
Chemie der Enzyme“, II. Teil, 1. Abschn., auf §. 156f. findet, daB 
0 nimlich Armstrong keine Hemmung durch Dextrose beobachtet habe, 
diirfte auf einem Versehen beruhen. 
*) Diese Zs. Bd. 111, S. 157 (1920) und zwar S. 168. 
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mit 2 ccm Essigester verflissigt. Zum Neutralisieren der mit 40 ce) 
Wasser verdiinnten Suspension geniigten 2,3 cem 1°/, iger Ammoniak. 
Sie wurde im MeBkolben auf 100 cem gebracht, ohne in weiterey 
4 Stunden Siure nachzuliefern. Zu den folgenden Versuchen wurde 
je 20ccm angewandt, die die phosphathaltige Zuckermischung (5 cen, 
in/3-Phosphat entsprechend p,, = 6,8) auf 100 cem ergiinzten. Zur Be. 
stimmung des Drehungsvermégens wurden je 20 cem in 5 cem 2 n-Soda. 
lésung eingetragen und unter Zusatz von spanischer Klarerde von der 
Hefe abfiltriert. 
Tabelle III. 














‘Dreb- Spal 
i Zeit | Drehung | ungs- ; ; 
Nr. Zucker (Min.) (°) ec. tung k-10*} Mittel 
(°) lo 
1.} 0,139 n-Maltose 0,0 [9,87] — an a 
2,2 9,70 0,17 oo 
11,0 9,11 0,76 13,4 | 57,5 | 535 
21,0 8,60 1,27 22,4 | 53 
29,5 8,25 1,62 | 28,6 | 49,5 


2.| 0,139 n-Maltose | 0,0 | [12,115] ii Pe we 
+0,11n-a-Glucose’)| 2,0 | 12,025 | 0,09 cae Tee 


10,3 | 11,65 0,465 8,2 [37 | 32 
21,6 | 11,835 | 0,78 13,8 | 30 
30,1 | 11,10 1,015 | 17,9 | 28,5 


3.] 0,139 n-Maltose 0,0 | [12,10] — soho se 
+ 0,11 n-6-Glucose} 2,2 12,00 0,10 — ies 























10,8 | 11,65 0,45 7,9 | 34 | 305 
20,4 | 11,34 0,76 13,4 | 30,5 
32,3 | 11,10 1,00 17,5 | 26 


3. Emulsin. 
Nach E. F. Armstrong?) bewirkt Glucose eine betricht- 
liche Verzégerung der Emulsinwirkung auf -Glucoside. 
V. Henri’) hat den EKinflu8 der Reaktionsprodukte auf dic 





') H. P. Barendrecht gibt in der Zs. f. physikal. Chem. Bd. 49, 
S. 456 (1904) und zwar S. 476 an, daB die Maltasewirkung durch «- und 
6-Glucose (worunter er die Gleichgewichtsform versteht) im selben Mabe 
verzégert wird. Es finden sich aber keine Zahlenangahen. 

) Proc. Roy. Soc. London, Bd. 78, S. 516 (1904) und zwar S. 520. 

3) Lois générales de l’action des diastases, Paris 1903. 
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Die Affinitét der Enzyme zu stereoisomeren Zuckern. 


Hydrolyse des Salicins néher untersucht. Nach dem Ergebnis 
der in Tabelle IV mitgeteilten Versuche ist hochdrehender 
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Traubenzucker nicht imstande, die Umsatzgeschwindigkeit des 
Salicins und Helicins zu beeinflussen. Das betreffende Enzym 


Tabelle LV. 
Hydrolyse bei 30,05 + 0,05° 


Polarisation bei 19°. 








Nr.| Glucosid + Zucker am) 


1.] 0,025 n-Salicin 0,0 

2,3 
11,7 
24,4 
33,5 
2.1 0,025 n-Salicin -]| 0,0 
+ 0,055 n-a-Glucose} 2,0 
12,3 
21,7 
35,0 
3.] 0,025 n-Salicin 0,0 
+ 0,055 n-6-Glucose} 2,6 
11,8 
22.0 
30,7 
4.| 0,025 n-Helicin 0,0 

2,5 

9,8 
15,3 
23,2 
».| 0,025 n-Helicin 0,0 
+ 0,055 n-«-Glucose} 1,8 

8,2 
14,9 
21,7 
6.} 0,025 n-Helicin 0,0 
+ 0,055 n-8-Glucose | 2,0 

8,5 
15,5 











Drehung 
(*) 


[- 058] 


— 0,572 
— 0,53 
— 0,48 
— 0,43 
[+ 0,03] 
+ 0,04 
+ 0,083 
+ 0,123 
+ 0,175 
[+ 0,028] 
+ 0,038 
+ 0,070 
+ 0,098 
+ 0,185 
[— 0,638] 
— 0,601 
— 0,490 
— 0,413 
— 0,360 
[+ 0,053] 
+ 0,075 
+ 0,180 
+ 0,265 
+ 0,310 
[+ 0,061] 
+ 0,090 
+ 0,173 
+ 0,230 
+ 0,290 





Dreh- 
ungs- 
zunahme 
(°) 

0,01 
0,05 
0,10 
0,15 
0,01 
0,053 
0,093 
0,145 
0,01 
0,042 
0,070 
0,107 


0,037 
0,148 
0,225 
0,278 
0,022 
0,127 
0,212 
0,257 
0,029 
0,112 
0,169 
0,229 





Spal- 
tung 

0; 
/0 





k+10* 





Mittel 


22,8 


18,0 


rel 


73 
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des Kmulsins, die #-Phenylglucosidase’), besitzt also nur zy 
derjenigen Form der Glucose eine meBbare Affinitit, auf deren 
Derivate sich auch die hydrolytische Wirksamkeit beschrinkt. 


Fiir die Versuche mit Salicin dienten je 12,5 mg, fiir die mi 
Helicin je 5 mg Emulsin Merck?) in 50 cem Zucker-Glucosidmischung. 
Puffer: n/50-Acetat. «- und §-Glucose wurden 2 Minuten vor Zusatz des 
Enzyms in Wasser von 30° gelést. Unter den gewiihlten Versuchs. 
bedingungen entspricht der vollstindigen Spaltung des Salicins eine 
Drehungszunahme von 0,876°, der des Helicins eine solche von 0,935), 
Nach den in der Tabelle angefiihrten Zeiten wurden namlich Proben 
von 10 cem in 6 ccm 1°/, ige Sublimatlésung eingetragen und von der 
entstandenen Fillung abfiltriert. Die polarimetrischen Ablesungen er. 
folgten nach 3 Stunden im 2 dm-Rohr, 

1) R. Willstaitter u. G. Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 121, 5. 183 
(1922) und zwar S. 185; H. v. Euler hat fiir dieses Enzym den Namen 
Salicase vorgeschlagen, Ch. d. Enzyme, 2. Aufl, IL. Teil, 1. Abschn,, 
S. 222 (1922). 

*) Priparat Nr. 9 der Abhandlung von R. Willstitter u 
G. Oppenheimer. 
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Zur Kenntnis der Acetylenwirkung. 
”. & II. Mitteilung.*) 

Die Léslichkeit von Acetylen in Wasser und Blut. 
i Von 

7 Rudolf Schoen. 

(Mit 1 Figur im Text.) 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Konigsberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Februar 1923.) 








Aus den Untersuchungen Hermann Wielands!*) iiber 
den Wirkungsmechanismus des Stickoxyduls und des Acetylens 
geht mit groBer Wahrscheinlichkeit hervor, daB der durch 
beide Gase bewirkten Betiubung eine Stérung in der Sauer- 
stoflaufnahme oder in der Sauerstoffverwertung durch die 
Nervenzelle zugrunde liegt. Die verschiedenen Méglichkeiten, 
durch welche eine solche Hemmung der Oxydationen zustande 
kommen kann, sind in der erwdhnten Arbeit erértert. Fiir 
das Stickoxydul hat Siebeck?*) die Aufnahme ins Blut unter 
verschiedenen Bedingungen verfolgt und ihre Unabhiangigkeit 
vom Gehalt des Blutes an Sauerstoff und Kohlensiure dabei 7 
festgestellt. Fiir das Acetylen geben die Angaben der Literatur 
keinen Kinblick in diese Frage. Da sich mit Acetylen bei 
gleichzeitiger Sauerstoffzufuhr ein Betiubungszustand von 
Dauer, also ein Gasgleichgewicht im Organismus herstellen 
lit, was bei Stickoxydul bekanntlich nur unter Anwendung 
des schwierigen Uberdruckverfahrens gelingt, erscheint es als 
besonders aussichtsreich, die Frage nach dem Wirkungs- 


*) I. Mitteilung: Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 92, 
8.96 (1922). 
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mechanismus der betéubenden Gase vom Acetylen her in Ap. 
griff zu nehmen. In der vorliegenden Arbeit finden sich als 
Grundlage fiir spiter anzustellende Untersuchungen am lebendey 
Tier Versuche iiber das Verhalten von Acetylen zu Bly 
auBerhalb des Kérpers. Ein erster Abschnitt enthilt Ver. 
suche iiber die Léslichkeit des Acetylens in Wasser, die zy; 
Priifung der angewandten Methode angestellt worden waren: 
die bei héheren Temperaturen erhaltenen Werte geben eine 
Erginzung der in der Literatur vorliegenden Bestimmungen, 
In einem zweiten Abschnitt wird die Léslichkeit von Acetylen 
in Blut bei verschiedenen Temperaturen mitgeteilt; dabei ist 
gleichzeitig die Bindung desSauerstoffs beriicksichtigt. Im letzten 
Abschnitt endlich wird die Frage nach der Verteilung des im Blut 
aufgenommenen Acetylens zwischen Serum und Blutkirperchen 
gepriift. 
A, Methodik. 


1. Apparatur. 
a) Apparat zur Blutgasanalyse. 


Der Versuch Wielands, die Aufnahme von Sauerstoff ins Blut 
neben Acetylen au8erhalb des Kérpers zu bestimmen, ist bei Anwendung 
des Barcroftschen Verfahrens miflungen; es konnte nur indirekt ge- 
zeigt werden, daB die Sauerstoffaufnahme durch die Gegenwart von 
Acetylen offenbar nicht gestért wird. Da diese Untersuchungen das 
Barcroft sche Differentialmanometer zur Analyse acetylenhaltigen Blutes 
als ungeeignet erscheinen lieBen, wurde ein nach dem Prinzip der Blut- 
gaspumpe gebauter Gasanalysenapparat angewendet, wie er in den letzten 
Jahren fiir kleine Blutmengen von van Slyke und Stadie"’),")*) be: 
schrieben worden ist, und der gestattet, die Gase von 1 cem Blut hin- 
reichend genau zu analysieren. Unser fiir den speziellen Zweck leicht 
abgeinderter Apparat bestand aus einer 2 cem-Biirette mit Teilung in 
0,02 cem, die sich unten zu einer 50 cem fassenden Birne erweitert. An 
beiden Enden befindet sich ein Dreiwegehahn; der obere fiihrt einerseits 
zu einem kurzen, graduierten Rohr, durch welches die zu analysierende 
Flissigkeit und die Absorptionsmittel eingefiihrt werden, andererseits 21 
einem AuslaBrohr, das beim Reinigen des Apparats von Bedeutung ist. 
Der untere Hahn verbindet die Biirette mit dem beweglichen Queck- 
silbergefiB sowobl direkt als auch durch ein erweitertes Rohr, welches 
dazu bestimmt ist, die im Torricelli schen Vakuum entgaste Fliissigkeit 
aufzunehmen, ehe durch Einbringen des Quecksilbers auf dem direkten 


*) Vgl. auch Fr. Miiller®). 
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Wege in die Biirette dort unter Atmosphirendruck die entbundenen 
Gasmengen bestimmt werden. Die Absorptionsbiirette ist von einem 
Wassermantel umgeben. 


b) Tonometer. 


Zur Siittigung der Flissigkeiten mit Acetylen bei einer bestimmten 
Temperatur und bei Atmosphiirendruck diente ein Rundkolben von 
1 Liter Inhalt mit doppelt durchbohrtem Kautschuckstopfen. Durch die 
eine Bohrung geht ein weites Kapillarrohr bis zum Boden des GefaBes; 
das iuBere Ende kann durch ein kurzes iibergezogenes Schlauchende mit 
Klemme abgeschlossen werden. Die andere Bohrung triigt einen Schenkel 
eines Dreiwegehahns; von seinen beiden iiuBeren Schenkeln endet einer 


frei, der andere steht mit einer Kautschuckbirne in Verbindung. Der. 


ganze Apparat befindet sich in einem Wasserbad. 


c) Apparat zur Analyse des Gasgemisches. 


Die Bestimmung des Acetylengehalts im Luftraum wurde absorptio- 
metrisch mit alkalischer Quecksilbercyanidlésung (Treadwell und 
Tauber'’) vorgenommen. Mein Apparat (s. Abbildung) weicht von dem 
von Wieland'*) beschriebenen insofern ab, als die Einstellung des 
Gasvolumens vor und nach der Absorption nicht bei Atmosphiirendruck — 
beide Quecksilberspiegel in gleicher Héhe — vorgenommen wird, sondern 
nach dem Prinzip des Haldane schen Apparates*) bei einem beliebigen, 
aber natiirlich gleichen Druck, der durch einen bestimmten Stand der 
Oberfliiche der absorbierenden Lésung gegen den Gasraum bestimmt 
wird. Eine graduierte, 10 cem fassende Biirette A, welche noch 0,01 cem 
zu schiitzen erlaubt, steht unten mit dem beweglichen QuecksilbergefaB Q 
durch einen Gummischlauch, oben durch den Dreiwegehahn r mit der 
Absorptionspipette B in Verbindung. Um raschen Temperaturausgleich 
zu erméglichen, ist die Biirette A von einem, nach au8en durch ein 
weites, zylindrisches Glasrohr begrenzten Wassermantel umgeben. Das 
System B—C ist zum Teil mit der Absorptionsflissigkeit angefiillt. 
Das Einbringen des zu analysierenden Gasgemisches geschieht bei f; 
durch Heben des QuecksilbergefiBes Q bei Stellung 1 des Hahnes + 
steigt das Quecksilber iiber die Biirette hinaus bis ¢ und wird durch 
‘/s Drehung von r (Stellung 2) festgehalten, worauf Q etwa die in der 
Skizze angegebene Stellung erhilt. Zu diesem Zweck wird das GefaB 
mittels einer an seinem Hals befestigten Kette an ein Hiakchen auf- 
gehingt, welches zur feineren Einstellung durch eine Stellschraube in 
senkrechter Richtung verschoben werden kann. Diese Vorrichtung (in 
der Abbildung nicht wiedergegeben) ist an der rechten oberen Ecke des 
Brettes angeschraubt, auf dem die Glasteile befestigt sind. Gibt man r 
nun wieder Stellung 1, dann tritt durch Absinken der Quecksilbersiiule 
Gas ein; nun wird durch rasche Drehung des Hahnes 7 nach Stellung 3 
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(Skizze) die Verbindung mit der Absorptionspipette B hergestellt, die i, 
ihrer oberen Hiilfte kugelig erweitert ist, um eine innige Beriihruno 
zwischen Gas und Fliissigkeit zu erméglichen. Der Meniskus ie 
Absorptionsfliissigkeit wird durch den beweglichen Messingschieber ¢ 
genau eingestellt. Diese kleine Abinderung hat gegeniiber der urspriing- 
lichen Methode — Kinstellung des Filiissigkeitsspiegels auf eine fest. 
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Marke — den Vorteil einer erheblichen Zeitersparnis und damit gréBerer 
Genauigkeit, weil eine Absorption vor dem Ablesen des Gasvolums mit 
Sicherheit vermieden wird. Nach Ablesung des Standes der Queck- 
silbersiule in A wird durch ruckartiges Heben und Senken von ( das 
Gasgemisch mit dem Absorptionsmittel ausgiebig geschiittelt. Dann wird 
das Quecksilbergefi8 in ein passendes Kettenglied eingehingt und dureh 
Bedienung der Stellschraube in sciner Héhe so eingestellt, daB der 
Meniskus der Absorptionsfliissigkeit wieder genau den durch den 
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Schieber S bezeichneten Stand einnimmt. Nun wird der Stand der 
Quecksilbersiiule abgelesen und solange weitergeschiittelt, bis zwei auf- 
ejnanderfolgende Ablesungen iibereinstimmen. Der Unterschied zwischen 
dem Stand vor und nach der Absorption ergibt die Menge des absor- 
bierten Gases, woraus sich leicht dessen Prozentgehalt im analysierten 
Gemisch berechnen laBt. 


2. Reagenzien und Untersuchungsmaterial. 


An Reagenzien fanden Verwendung: 

0,05 n-Milchsiiure, 20 °/, Ferricyankaliumlésuug, 0,5 n-Natronlauge, 
Quecksilbereyanid 10 °/, in n-Natronlauge gelést, 20 °/, Pyrogallollésung, 
50°/, Kalilauge, sekundiirer Octylalkohol (Kahlbaum) zur Analyse im 
van Slykeschen Apparat; zum Gebrauch fiir die absorptiometrische 
Acetyleabestimmung im Gasraum wurde die Quecksilbercyanidlésung 
mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt. Als vakuumdichtes Hahnfett 
hat sich eine nach dem Vorsehlag von Sheaff!") dargestellte Kautschuck- 
Paraffinmischung vorziiglich bewahrt. 2 Teile vulkanisierter Kautschuck 
(alte Stopfen, Schlauchende) werden mit 1 Teil Vaselin zusammen- 
geschmolzen und durch Zusatz von Paraffindl auf schmierbare Konsistenz 
gebracht. ; 

Das verwendete Acetylen entstammte einer Stahlflasche des Handels; 
der geringe Acetongehalt des Gases konnte bei meiner Versuchs- 
anordnung — Herstellung der Gasgemische im Gasometer tiber Wasser — 
unberiicksichtigt bleiben. 

Fir die Versuche wurde jeweils frisches, menschliches Blut ver- 
wandt, das blutgesunden Menschen aus der Cubitalvene entnommen und 
durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert war. 


3. Gang der Untersuchung. 
a) Sittigung von Flissigkeit mit Gas, 

Nachdem etwa 10 cem Wasser oder Blut in das SittigungsgefiB 
eingebracht worden sind, wird aus einem Gasometer durch die Kapillare 
das Gasgemisch eingeleitet, bis die Luft aus dem ganzen System (Tono- 
meter und Kautschuckbirne) mit Sicherheit verdriingt ist. Nach luft- 
dichtem Abschlu8 wird Spannungsgleichgewicht zwischen Gas und 
Flissigkeit durch mehrmaliges 5 Minuten dauerndes, kriiftiges Schiitteln 
erreicht; dazwischen wird nochmals etwas Gasgemisch nachgefillt, und 
stets auf Herstellung von Atmosphiirendruck geachtet; wihrend der 
gauzen Dauer der Sittigung, die 1 Stunde oder mehr betrigt, wird das 
Tonometer im Wasserbad gehalten. Bestimmungen bei hoherer aly 
d4immertemperatur werden nach langsamer Erwirmung vorgenommen, 
lie keinesfalls die gewiinschte Siittigungstemperatur iiberschreiten darf. 
4ur Entnahme fiir die Analyse wird, ohne das Tonometer aus dem 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. puysivl. Chemie. CXXVAL 17 
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Wasserbad zu entfernen, nach Abnahme der Klemme durch einen Dyyg 
auf den Kautschuckball die Flissigkeit in die Kapillare empor getriebe, 
1 cem wird in einer an den Schlauch angesetzten, geaichten Rekorq. 
spritze aufgefangen; die ersten Tropfen werden nur zum Ausspiilen de 
Spritze verwendet. Der Spritze wird eine lange Kaniile aufgesetzt, gj. 
ebenfalls mit der zu analysierenden Flissigkeit gefiillt wird. 


b) Bestimmung der Gase in der Flissigkeit. 


Ehe die Fliissigkeit aus dem Tonometer in den Gasanalysep. 
apparat iibertragen wird, muB dieser zur Aufnahme vorbereitet sein, 
Einfach gestaltet sich die Analyse von Wasser, zumal es dabei nur 
auf den Acetylengehalt allein ankommt; sie wird zuniichst beschrieben, 

In das zur Fliissigkeitsaufnahme bestimmte Ansatzrohr deg 
Apparates, welcher bis zum Hahn mit Quecksilber gefiillt ist, aber unter 
negativem Druck steht, wird 1 ccm Wasser als Vorlage gebracht. Man 
bringt nun das fiuBere Ende der Spritzenkaniile durch das Wasser hin- 
durch auf den Boden des Angatzrohres und JaiBt den Inhalt der Spritz 
durch geringe Offnung des Hahnes in die Biirette des van Slyke schen 
Apparates einsaugen. Das vorgelegte Wasser dient zum Nachspiilen; 
dann wird der Hahn durch einen Tropfen Quecksilber verschlossen, 
Durch Senken des QuecksilbergefiiBes wird cin Vakuum hergestellt und 
darnach durch '/, Minute dauerndes Schiitteln das Gas aus der Fiiissig- 
keit ausgetrieben. Diese wird dann bis auf einen unvermeidlichen Rest 
abgetrennt; nachdem das Quecksilber wieder cingestrémt ist, wird unter 
Atmosphirendruck das Gasvolumen abgelesen. Zur Absorption des 
Acetylens liBt man vom Ansatzrohr her vorsichtig bei geringem nega- 
tiven Druck 0,25 ccm Quecksilbercyanidliésung einflieBen und spiilt mit 
einigen Tropfen Quecksilber nach, um die im oberen, kapillar verengten 
Teil der Biirette hiingende Fliissigkeit hinabzureiBen. Die Absorption 
des Acetylens, welche durch leichtes Heben und Senken des Quecksilber- 
gefiBes beschleunigt wird, vollzieht sich in wenigen Sekunden. Jetzt 
wird abermals das Gasvolumen abgelesen. Da Kohlensiiure nicht in 
meBbaren Mengen vorhanden ist, zeigt die absorbierte Gasmenge den 
Acetylengehalt an. 

Nicht so einfach gelingt die Acetylenbestimmung im Blut, weil 
die regelmaiBig in betriichtlicher Menge vorhandene Kohlensiiure von 
dem Absorptionsmittel fiir Acetylen ebenfalls aufgenommen wird. Sucht 
man andererscits diesen Fehler durch vorausgehende Absorption der 
Kohlensiiure mit n/2-NaOH zu vermeiden, so hat man wegen der leichten 
Lislichkeit des Acetylens in waBrigen Flissigkeiten mit einem erheb- 
lichen Verlust an diesem Gas zu rechnen. Es gibt zwei Méglichkeiten, 
trotzdem zu richtigen Acetylenwerten zu gelangen: 

1. Das Blut wird bei alkalischer Reaktion entgast; dabei bleibt 
die Kohlensiiure in der Flissigkeit zuritck. Um Gesamtgasmenge und 
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ae Koblensiiure zu ermitteln, bedarf es dann einer zweiten Analyse unter a 
ben, Entgasung bei saurer Reaktion; der Unterschied der in beiden Be- : a 
_ stinmungen ermittelten Anfangswerte stellt den Kohlensiuregehalt dar. 
der Die Sauerstoftwerte fallen bei alkalischer Reaktion viel zu niedrig aus, 
die eine Beobachtung, die auch von anderer Seite gemacht worden ist 

(van Slyke und Stadie™), Wieland"), 

2, Will man simtliche Blutgase nacheinander in einer Biutprobe 

bestimmen, so wird bei saurer Reaktion entgast; nach Ablesung des 
‘sen- (Gesamtgasvolumens wird die Kohlensiure absorbiert und darnach durch 
sein, Entgasung der Absorptionsfliissigkeit (n/2-NaOH) das wieder in Lésung 
nur gegangene Acetylen ausgetrieben; dann wird nach Absperrang der 
ben, Flissigkeit der Wert fiir Kohlensiiure abgelesen. Acetylen und Sauer- 
deg stoff kénnen hierauf ebenfalls durch Absorption mit Quecksilbereyanid, 
inter baw. Pyrogallol und Kalilauge genau bestimmt werden. In der folgenden 
Man Tabelle 1 werden die Ergebnisse der beiden Methoden an einer Blut- 
hin- probe verglichen ; kommt es allein auf Ermittlung des Acetylengehalts 
ritze an, ist die Entgasung bei alkalischer Reaktion das bequemere Verfahren. 
chen 
ilen; Tabelle 1. 
te Analyse von 1 cem Blut bei saurer und bei alkalischer Reaktion. 
un 
) Reaktion Gesamt- spe mane! Acetylen staid Stickstoff 

gase siure stoft 

inter cece ea ne nn — nea = Saas 
des 0,91 0,290 0,40 0,185 | 0,035 
eg wae Vol. | 0,905 0,285 0,40 0.185 0,035 
mit . 
ge fp owiasvon{] — | = | ose | gue | om 
tion 
ber Im einzelnen wurde die Technik den Angaben van Slykes fiir 
jetat die Blutgasanalyse™’), 4) angepaBt. Zuniichst werden 2 ccm Milchsiure 
t im 


entgast und in dem unteren Behiiltnis abgetrennt, darauf folgt die Ent- 
den gasung von 1,9 ccm destilliertem Wasser mit 1 Tropfen Octylalkohol; 

davon werden etwa 1,5 cem als Vorlage in das obere Ansatzrohr empor- 
weil getrieben; innerhalb 1—4 Minuten wird davon nicht nennenswert Luft 


vm wieder aufgenommen. Jetzt wird das unmittelbar zuvor dem Tonometer 
ucht entnommene Blut (1 cem) aus der Spritze durch eine lange Kaniile in 
- der beschriebenen Weise unter der Vorlage in die Biirette eingebracht, 
ten 


ohne daB Beriihrung mit Luft oder Vermischung mit dem vorgelegten 
heb- Wasser eintritt, sodann wird das Wasser nachgesogen; dem letztem Rest 
iten, werden zwei Tropfen Ferricyankaliumlésung zugefiigt, dann wird der 
Hahn zweckmiBig mit Quecksilber verschlossen. Der Apparat enthilt 
jeibt somit insgesamt 5 cem Fliissigkeit. Sobald das Quecksilber durch Senken 
und les QuecksilbergefiBes die untere Marke der 50 ccm-Pipette erreicht hat, 
i ag 
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laBt man die vorher abgesperrte Milchsiure ein und bewerkstelligt dure) 
kriftiges Schiitteln des Apparates wiihrend 1 '/, Minuten villige Ry. 
gasung. Wenn nach Einstrémen des Quecksilbers in 2 Bestimmungey 
der gleiche Skalenteil erreicht wird, darf man annehmen, daB siimtliche; 
Gas entbunden ist. Nun trennt man die Fliissigkeit méglichst yo). 
stindig in den unteren Behilter ab; nach Wiedereinstrémen des Queek. 
silbers, das zuerst rasch, in dem oberen, engen Teil des Apparates abe; 
langsam erfolgen soll, wird unter Atmosphirendruck das Gasvolumey 
abgelesen. Nacheinander wurde nun Kohlensiiure, Acetylen und Sauey. 
stoff in der beschriebenen Weise absorbiert. Zur Absorption der Kohlep. 
siiure ist "/,—*/, ccm Natronlauge ausreichend, zu der des Acetylens 
ebensoviel Quecksilbercyanidlésung; die Sauerstoifabsorption geschieht 
in der Weise, da8 0,5 cem Pyrrogallollésung zuniichst in die Biirette 
eingelassen werden, denen hinterher einige.'Tropfen Kalilauge hinzu. 
gefiigt werden, damit die zur Absorption notwendige Alkalinitit erst in 
der Biirette erreicht wird. Der zuriickbleibende Gasrest ist Stickstotf 
Soll bei alkalischer Reaktion entgast werden, so wird anfangs statt Milch- 
siure ebensoviel n/2-Natronlauge (2 ccm) verwendet; dadurch wird die 
Absorption der Kohlensiure hinfillig. 

Kine volistiindige Blutgasanalyse (CO,, C,H,, O,) beansprucht — 
die Vorbereitung und nachherige Reinigung des Apparates mit Wasser. 
durchspiilung eingeschlossen — bei einiger Ubung nicht mehr als 
\0—12 Minuten. Die Genauigkeit der Analyse ist gut, wie die stets 
uusgefiihrten Doppelbestimmungen beweisen. 


c) Bestimmung des Acetylens im Gasraum. 


Zur Analyse des Gasgemisches, mit dem sich die Fliissigkeit im 
Tonometer ins Gleichgewicht gesetzt hatte, wird der freie, mit einem 
kurzen Schlauchstiick versehene Schenkel des Dreiwegehahns geifinet, 
gleichzeitig durch Druck auf die Kautschuckbirne mit dem Gasgemiscel 
getiillt und mit der bis zum oberen Ende ¢ mit Quecksilber gefiillten 
Biirette des Analysenapparates verbunden; durch Senken des Qucck- 
silbergefiBes wird die Biirette aus dem Tonometer mit der Luftprobe 
gefiillt. Messung und Analyse geschehen in der oben bescliriebene 
Weise. Zur vollstindigen Absorption des Acetylens bedarf es ausgiebigen 
Schiittelns wihrend etwa 10 Minuten; der dabei gebildete Niederschlag 
macht hiufige Reinigung der Absorptionspipette notwendig. 


4. Fehlerquellen und Korrekturen. 


Alle in dieser Arbeit mitgeteilten Werte griinden sich aut gu! 
iibereinstimmende Doppelbestimmungen. Bei der Handhabung 4! 
Apparatur und der Berechnung sind einige Fehlerquellen zu beriick- 
sichtigen. Die in den Apparaten selbst und in den Mebgeriiten liegenden 
Fehlermiglichkeiten wurden durch sorgfiltige Nachaichung ausgeschaltet. 

































rch 

Ent: 

gen 

ches 

roll 

eck. 
aber 
men 
uer- 
ilen- 
lens 
elit 
rette 
DZU- 
st in 
Stott 
ilch- 
1 die 


it — 
\sser'- 
r als 

stets 


it im 
sinem 
inet, 
mis¢li 
illten 
ueck- 


probe 
benen 
bigen 
ichlag 





Zur Kenntnis der Acetylenwirkung. 251 


Beim Ablesen des Gasvolums im van Slykeschen Apparat mub 
die Flissigkeitsmenge, welche tiber dem Quecksilber steht, beriicksichtigt 
werden. Die Einstellung auf Atmosphirendruck erfolgt hinreichend 
genau, wenn man den Spiegel des QuecksilbergefiBes um '1/,, der 
Flissigkeitssiiule tiber den Quecksilbermeniskus in der Biirette hebt. 

Stérender ist der Umstand, daB sich bei Wiederherstellung von 
Atmosphirendruck nach der Entgasung in der geringen Fliissigkeits- 
menge, welche der Absperrung entgangen ist, etwas Gas — in Betracht 
kommen nur Kohlensaiure und Acetylen — wieder lést. van Slyke‘) 
hat gezeigt, daB es sich dabei um einen nur von der Oberfliche, nicht 
yon der Menge der Fliissigkeit abhingigen konstanten Bruchteil handelt, 
vorausgesetzt, da® der Wiederanstieg der Quecksilbersiiule in dem engen 
oberen Teil des Apparates langsam erfolgt und das Gasvolumen sofort 
abgelesen wird. Diese Konstante, der ,,Verlustkoeffizient“, wurde auf 
zwei Arten bestimmt und auBerdem aus den gefundenen und den in 
der Literatur niedergelegten Werten der Léslichkeit von Acetylen in 
Wasser berechnet. Alle drei Wege fiihrten in sehr guter Uberein- 
stinmung zu dem Wert 1,045 fiir Acetylen. Fiir Kohlensiure wurde in 
entsprechender Weise der Koeffizient 1,022 ermittelt; der etwas niedrigere 
Wert, den van Slyke dafiir angibt, erklairt sich aus dem geringeren 
Durchmesser der Absorptionsbiirette im Originalapparat. Durch Ein- 
fiihrung dieses Verlustkoeffizienten wird also dem Umstand Rechnung 
getragen, daB der durch Analyse mit unserem Apparat ermittelte Wert 
fir Acetylen nur 95,7°/,, fiir Kohlensiure 97,8°/, des tatsichlichen 
betriigt. 

Ein weiterer Fehler ist ferner dadurch bedingt, da8 schon bei der 
Entgasung geringe Mengen Acetylen und Kohlensiiure — die weniger 
wasserléslichen Gase fallen nicht ins Gewicht — in der Fliissigkeit 
gelést bleiben, die dem Druck der im Vakuum entbundenen Gase ent- 
sprechen. Ihre Menge lift sich nach der von van Slyke") angegebenen 
Formel a = $—- - a berechnen, in der b den Inhalt der Gasbiirette 
(50 ccm), s die in der Biirette enthaltene Fliissigkeitsmenge und « den 
Absorptionskoeffizienten bei der Versuchstemperatur bedeuten. 

Unter Beriicksichtigung dieses letzten Fehlers, des Verlust- 
koeffizienten, der Temperatur und des Luftdrucks berechnet sich nach 
einer bei van Slyke") fiir Kohlensiure entwickelten Formel der auf 0° 
ud 760mm reduzierte Wert V, fiir Acetylen aus dem abgelesenen 
Vohim V, zu: 

B-W 8 
" 760 (1 + 0,000367?) 1,045 -(1 ie «), 
B = Barometerstand, W == Wasserdampfspannung bei der Versuchs- 
temperatur, ¢ = absolute Temperatur bei der Bestimmung, 1,045 = Ver- 
lustkoeffizient; bzgl. des letzten Ausdrucks vergleiche den vorigen Absatz. 





VY, = 





252 Rudolf Schoen, 


Die Berechnung der Kohlensiure erfolgt nach der gleichen Forme 
unter Einsetzen der entsprechenden Werte fiir Absorptions- und Verlugt. 
koeffizienten; bei Berechnung des Sauerstofls fallen die Korrektyy. 
faktoren weg. 


B. Versuche. 
1. Die Loéslichkeit von Acetylen in Wasser bei verschiedeney 
Temperaturen. 

Die Léslichkeit des Acetylens in Wasser zwischen ()’ 
und 30° ist schon 1904 von Winkler*’),*) bestimmt worden, 
Die von mir nach der im _ vorhergehenden beschriebeney 
Methode ermittelten Werte fiir die T’emperaturen von 175 
bis 43° sind in T'abelle 2 zusammengestellt. 


Tabelle 2. 


Léslichkeit von Acetylen in Wasser zwischen 17,5 und 43°. 








‘ Acetylen- 
Tea | tnt | OO | aes leh. | Ldslichkei 
peratur | druck F cose in | 1 ccm Wasser, Los ich- nach 
reduz. auf 0°, keit Winkler 
° mm °, 760 mm 
17,5 760 76,0 0,832 1,095 1,09 
17,5 760 77,0 0,846 1,098 1,09 
17,5 760 78,5 0,862 1,098 1,09 
27,5 760 53,1 0,473 0,892 0,88 
30,0 760 53,1 0,448 0,835 0,84 
31,0 762 84,7 0,728 0,832 
36,0 752 66,9 0,504 0,754 
36,5 756 57,8 0,431 0,752 
37,0 765 62,8 0,466 0,742 
37,0 7156 73,9 0,551 0,745 
37,5 756 56,9 0,421 0,739 
37,5 7156 71,4 0,528 0,782 
38,0 756 71,6 0,518 0,728 
39,0 764 73,5 0,528 0,719 
39,5 159 69,3 0,494 0,714 
40,0 772 85,8 0,610 0,711 
41,5 768 53,4 0,373 0,698 
43,0 762 61,1 0,411 0,673 

















Wie der Vergleich mit den Werten der letzten Spalte 
zeigt, besteht zwischen meinen Zahlen und denen Winkler’, 
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die mit einer ganzlich verschiedenen Methodik gewonnen sind, 
eme recht gute Ubereinstimmung. Die Bestimmungen bei 
hoheren Temperaturen, tiber welche Angaben in der Literatur 
noch nicht vorliegen, ergeben den Wert von 0,74—0,75 fiir 
die Lislichkeit von Acetylen in Wasser bei menschlicher 
Kérpertemperatur. 


9. Die Léslichkeit von Acetylen in Blut bei verschiedenen 
Temperaturen. 


Wie in Wasser, wurde auch in Blut die Léslichkeit des 
Acetylens bei verschiedenen ‘Temperaturen bestimmt. In 
'abelle 3 sind die aus iibereinstimmenden Doppelbestimmungen 
sich ergebenden Werte fiir Zimmer- und Kérpertemperatur 
zusammengestellt. In dieser wie in den folgenden Zusammen- 
stellungen ist der Einfachheit halber die Léslichkeit des 
Acetylens in Wasser mit /yy, die in Blut mit Lg bezeichnet. 


Tabelle 3. 


Léslichkeit von Acetylen in Blut bei verschiedenen ‘lemperaturen. 





























. Acetylen- 
Tem- Luft- acne oe Po von Lp 
peratur | druck Gasraumsin| 1 cem Blut,] L, | Ly oP aia 100 
reduz. auf 0°, W 
. mm °/ 760 mm 
95 157 80,7 1,052 1,305 | 1,32 98,4 
10,0 745 64,9 0,847 1,302 | 1,31 99,4 
15,0 760 89,5 1,017 1,136 | 1,15 98,8 
15,0 760 74,0 0,848 1,140 | 1,15 99,1 
37,0 156 10,6 0,521 0,739 | 0,245] 99,2 
37,0 158 58,8 0,427 | 0,73110,745] 98,1 
38,0 157 84,5 0,609 | 0,720] 0,730] 99,0 
39,0 760 86,9 0,598 | 0,703} 0,719 | 98,0 
Mittelwert: 98,76 


Wie ein Vergleich mit den in der vorletzten Spalte angefiihrten 
Zablen fiir die Absorption von Acetylen durch Wasser zeigt, 
lést sich dieses Gas in Blut schlechter als in reinem Wasser. 
Das Verhiltnis der Lislichkeit in beiden Flissigkeiten liegt, 
wie die letzte Spalte lehrt, zwischen 98,0 und 99,4°/,; aus im 






















254 Rudolf Schoen, 


ganzen 16 Bestimmungen wurde fiir dieses Verhiltnis ¢) 
Mittelwert von 98,68°/, (Minimum 97,6 °/,, Maximum 100°) ) 
gefunden, der mit dem Mittelwert aus den in der Tabelle 
angefiihrten 6 Bestimmungen genau iibereinstimmt. 

Bohr’),*) gibt an, daB der Absorptionskoeffizient des 
Blutes fiir indifferente Gase 92 °/, von dem des reinen Wasseys 
betraigt. Siebeck’’) hat gezeigt, daB das Stickoxydul dayoy 
eine Ausnahme macht; das gleiche finden wir fiir das Acetylen, 
Die Bedeutung dieser T'atsache soll spiter erértert werden, 

Aus Tabelle 3 ergab sich, daB das Verhiltnis Zp: Ly fix 
Acetylen bei verschiedenen Temperaturen und Drucken stets 
das gleiche ist. Daraus schlieBen wir, daB die Léslichkeit des 
Acetylens auch im Blut durch Temperatur und Druck bestimmt 
wird, also dem Henryschen Gesetz folgt. Mit dieser Fest. 
stellung ist die da und dort auftauchende Annahme einer 
chemischen Bindung von Acetylen in Blut (Literatur bei 
Wieland), die schon durch den Mangel eines charakteristischen 
spektroskopischen Befundes unwahrscheinlich war, endgiiltig 
widerlegt. Auch Manchots*) Vorstellung einer lockeren 
chemischen Verbindung, die nur bei niedriger T'emperatur 
bestindig, bei 36° dagegen schon vdllig dissoziiert sei, erweist 
sich nach meinen mit einer wesentlich genaueren Methodik 
gewonnenen Zahlen als unzutreffend. Die von Hermann’) 
schon 1874 vertretene Meinung, daB Acetylen nur physikalisch 
im Blut gelést sei, besteht also zu Recht. 

Von besonderem Interesse, namentlich im Hinblick auf 
die von Wieland geiiuBerte Anschauung, daB unter Acetylen 
die oxydativen Vorginge der Zelle gestért werden, sind Unter- 
suchungen iiber die Sauerstoffaufnahme des Blutes bei Gegen- 
wart von Acetylen. Die Ergebnisse von 4 Versuchen iiber 
diese Frage sind in Tabelle 4 zusammengestellt. 

In der letzten Spalte der Tabelle sind zum Vergleich «lic 
Werte fiir die Sauerstoffsittigung des Blutes bei Schiitteln 
mit entsprechenden Sauerstoff-Stickstoffgemischen nach Bar- 
croft?) aufgefiihrt; man sieht daraus, daB die Sauerstofi- 
aufnahme ins Blut durch Acetylen in keiner Weise g¢- 
hemmt wird. 
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Tabelle 4. 


ein 
") Sauerstoffsittigung von Blut hei wechselndem Acetylen- 
elle Sauerstoffverhiltnis. 


























deg . Luft Gehalt des Gasraums | In 1 cem Blut, red. 0°, 760 mm | Sauerstoff 
j wa i 5 -— ~o ine einienieasacinnaic aes ee ae bei Ge n- 

ers atur | druck Z : ge 

ron an Acetylen |Sauerstoff] Kohlens. Acetylen Sauerstoff wart von 

” 0 mm %o : wi | Stickstoft 

, 00 | 745 64,9 35,0 0,261 0,847 0,216 in 

fiir 95 | 757 80,7 | 19,0 0,344 1,052 0,210 — 

Fats B80 | 157 84,5 | 15,5 0,187 0,609 0,198 0,197 

des M0 | 753 70,6 | 6,0 0,142 0,521 0,179 0,175 

mt 

ast. 3. Die Verteilung von Acetylen auf Serum und Blutkorperchen. 





ner Wie schon erwihnt wurde, macht Acetylen, wie auch 
bei Stickoxydul, eine Ausnahme von der Regel Bohrs‘), daB in- 
den | differente Gase sich in Blut erheblich schlechter lésen als in 
tig | Wasser. Durch die im Blut gelésten Stoffe (Kiweibkérper, 
ren Salze) wird die Léslichkeit der Gase auf 92°/, herabgesetzt; 
tur im Serum allein betrigt sie 97—98°/, von der in Wasser, in 
ist den Blutkérperchen demnach, unter der Annahme, daB ihr 
dik Volumen ?/, von dem des Gesamtblutes ausmache, nur 81°/, 
n}) \Bohr). Das abweichende Verhalten des Stickoxyduls erklart 
sch 


Tabelle 5. 



































auf Léslichkeit von Acetylen in Serum. 
len eee pie a y 
er ay Acetylen- cetylen- 
er- “ 4 ie 2 

foe st gehalt des | gehalt von . Le 
en- peratur | Gruck | Gasraums in| 1cemSerum,] 1,")| Ly 7, ° 100 
| : reduz. auf 0°, “W 
“a . a A %, 760 mm 
die 7 = 11,0 7170 78,63 0,978 1,244] 1,27] 97,9 
eln 10,5 778 70,96 0,822 1,271 1 1,29 98,4 
urs 11,0 154 92,74 1,114 1,256 | 1,27 98,8 
oft: =e 766 69,85 0934 | 1,280] 1,31 | 97,7 
ge- hE Mittelwert: 98,2 


*) Ly = Léslichkeit von Acetylen in Serum, 
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sich nach Siebeck') durch ein erhéhtes Aufnahmevernége, 
der Erythrocyten. Zur Priifung dieses Verhaltens bein 
Acetylen wurde zunichst die Léslichkeit dieses Gases in Seryn 
untersucht. Die Ergebnisse finden sich in der vorstehendey 
Tabelle 5 zusammengestellt. 

Wie aus Tabelle 5 hervorgeht, nimmt Serum durch. 
schnittlich 98,2°/, derjenigen Acetylenmenge auf, welche be 
gleicher Temperatur von reinem Wasser gelést wird; da wi 
als Verhaltniszahl fiir defibriniertes Blut 98,8°/, gefunden 
haben, kénnen wir bereits daraus den SchluB ziehen, daB die 
Blutkérperchen etwas mehr Acetylen aufnehmen als das Serun, 

Fir die Léslichkeit von Acetylen in den Erythrocyten 
ergibt sich bei einem durch mehrmalige Hiamatokritbestim. 
mungen gefundenen Blutkérperchenvolumen von durchschnitt- 


lich 45°/, die folgende Gleichung: => Ly*) + 2° Ds = In; 


daraus berechnet sich das Verhiiltnis der Léslichkeit von 
Acetylen in den roten Blutkérperchen gegeniiber der in Wasser 
zu 99,4 °%/,. 

Zu annihernd dem gleichen Wert fiihren Versuche mit 
einem an Erythrocyten reicheren Blut. Es wurde von zentni- 
fugiertem Blut der halbe Raumteil an Serum abgehoben, so 
daB ein Blut mit 90°/, Blutkérperchenvolumen erhalten wurde. 
Die darin ermittelten Léslichkeitswerte sind in Tabelle 6 
aufgefiihrt. 


Tabelle 6. 
Léslichkeit von Acetylen in Blut mit 90°/) Blutkérperchen. 














nM Acetylen- | Acetylen- 
lem- Luft- pe des | gehalt von Ly. 
peratur | druck Gasraumsin| 1 cem Blut,| Lp | Ly |——~- 100 
red. auf 0°, . W 
° mm 760 mm 
10,5 167 66,22 0,842 1,271] 1,29] 98,5 
10,5 Ti2 70,20 0,897 1,278 | 1,29] 99,1 




















Mittelwert: 98,8 





*) Lp= Léslichkeit von Acetylen in roten Blutkérperchen. 
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Es zeigt sich, daB durch die Vermehrung der Blut- 
kérperchen die Léslichkeit des Acetylens im Blut nicht wesent- 
lich beeinfluBt wird; der Absorptionskoeffizient der Blut- 


kérperchen fiir Acetylen entspricht also ziemlich genau dem 
des Serums. Aus der Formel ap le tin Ly = Lpz,, worin 
L,, wie in Tabelle 6 die Léslichkeit von Acetylen in ein- 
geengtem Blut bedeutet, berechnet sich das Verhiltnis der 
Lislichkeit dieses Gases in den roten Blutkérperchen gegeniiber 
Wasser zu 98,9 °/,. 

Weitere Untersuchungen an serumfreien, in 0,9°/, Koch- 
salzlosung entsprechend der urspriinglichen Blutkonzentration 


aufgeschwemmten Erythrocyten finden sich in folgender Tabelle: 
Tabelle 7. 


Léslichkeit von Acetylen in Blutkérperchenaufschwemmung. 














Acetylen- | Léslich- 
_ | gehalt von | keit des 
Tem- | Luft- Acetylen 1eem Auf- | Acety- | He 
gehalt des . Aufschw. 
peratur | druck penalise A schwem- j|lens in| Ly, | — 100 
mung, red. | der Auf- “Ww 
auf 0°, {schwem- 
. mm %lo 760 mm mung 
11,0 | 762 63,84 0,806 1,259 | 1,27 99,4 
9,5 | 764 67,64 0,878 1,299 | 1,82 98,7 
11,0 | 745 73,00 0,923 1,265 | 1,27 99,5 




















Ks gilt das Henrysche Gesetz, wie zu erwarten war, 
also auch fiir die Léslichkeit von Acetylen in den roten Blut- 
kérperchen; bei verschiedenem Druck und verschiedener Tem- 
peratur bewegt sich die Léslichkeit dieses Gases in Erythro- 
cyten und in Wasser in gleichem Sinne (vgl. die letzte Spalte!). 

Wir finden also, daB die Lislichkeit von Acetylen in 
Serum ungefihr dem von Bohr fir indifferente Gase an- 
gegebenen Wert entspricht. Bedeutend besser, als nach den 
Angaben dieses Forschers zu erwarten ware, list sich Acetylen 
in den Erythrocyten. Da Hamoglobin und Salze die Léslich- 
keit des Gases vermindern, muB ein anderer Bestandteil der 
roten Blutzelle ein wesentlich héheres Lisungsvermégen fir 
Acetylen haben als Wasser; dies ist offenbar der Lipoidanteil. 




















ear 
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Die erhéhte Aufoahmefihigkeit der Blutkérperchen fi, 
lipoidlésliche Stoffe ist lange bekannt. Sie ist fiir Chloroform 
von Pohl”), fiir Ather von Frantz), fiir Chloralhydrat und 
Aceton von Archangelsky') nachgewiesen worden. Fiir den 
dem Acetylen am niichsten stehenden Stoff, soweit die pharma. 
kologische Wirkung in Betracht gezogen wird, das Stickoxydul, 
laBt sich aus den Siebeckschen Versuchen!*) die Léslichkeit 
in den Erythrocyten berechnen. Sie betriigt unter Zugrunde- 
legen von Jy = 97,5°/,, Ly = 104,3°/, und bei der Annahme 
eines Blutkérperchenvolumens von 45°/, 113°/, von der 
Léslichkeit des Stickoxyduls in Wasser. Dieser Wert ist 
mit dem von mir fiir das Acetylen gefundenen direkt ver- 
gleichbar. Es verhalt sich hinsichtlich seiner Léslichkeit 
in roten Blutkérperchen, die in Prozenten der Léslichkeit in 
reinem Wasser ausgedriickt wird, das Acetylen zum Stick- 
oxydul wie 98,9:113. Dieses Verhiiltnis kénnen wir als einen 
Ausdruck der Lipoidléslichkeit der beiden Gase auffassen; sic 
ist, an Erythrocyten gemessen, beim Stickoxydul verhiltnis- 
miBig gréBer als beim Acetylen. Wieland hat den Teilungs- 
koeffizienten Ol/ Wasser fiir Stickoxydul zu 1,89, fiir Acetylen 
zu 1,39 gefunden. Die Versuche an Erythrocyten bestiitigen 
demnach das am Modell gewonnene Ergebnis einer verhiltnis- 
miiBig héheren Lipoidléslichkeit des weniger wirksamen Stick- 
oxyduls. 

Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Methode angegeben, um den Acetylen- 
gehalt in Wasser und Blut bei verschiedenen Temperaturen 
und Drucken allein und neben anderen Blutgasen gasanalytiscli 
zu bestimmen. 

2. Die Aufnahme des Acetylens ins Blut folgt dem Henry- 
schen Gesetz, ist also ein rein physikalischer Vorgang. 

3. Die Aufnahme von Sauerstoff ins Blut wird durch die 
(segenwart von Acetylen nicht anders beeinfluBt als durch die 
von Stickstoff. 

4. Die Lislichkeit von Acetylen in Blut betragt 98,8 °/, 
von der in Wasser; in den zelligen Elementen des Blutes ist 
sie ein wenig héher als im Serum. 
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Synthese der 7-Amino-/-oxybuttersdure. 
Bemerkungen zur gleichnamigen Arbeit von M. Tomita 


Von 
Max Bergmann. 


(Der Redaktion zugegangen am 5, Februar 1923.) 


Im Januarheft dieser Zeitschrift (Bd. 124, S. 253), das erst 
jetzt in meine Hinde gelangt ist, berichtet Herr Masaji 
Tomita tiber die Synthese der y-Amino-f-oxybuttersiiure aus 
Chloroxypropyl-phthalimid mittels Cyankali bei nachheriger 
Verseifung und Spaltung mit Schwefelsiure. Herr Tomita 
hat seine Versuche angestellt in der Hoffnung, aus ihrer Fort- 
fiihrung AufschluB iiber die Struktur des Carnitins zu gewinnen. 

Gemeinsam mit den Herren Dr. E. Brand und cand. chen. 
F. Weinmann habe ich ebenfalls die Synthese der y-Amino- 
f-oxybuttersiure durchgefiihrt. Obwohl die Verbindung schon 
seit etwa einem Jahr in unseren Hianden ist (vgl. meinen 
Vortrag vom 26. September 1922 gelegentlich der Kinweihung 
des Kaiser Wilhelm-Institus fiir Lederforschung, abgedruckt in 
Collegium“ Heft 630 vom 7. Oktober 1922, S. 313) sollte iiber 
sie erst im Zusammenhang mit andern Versuchen berichtet 
werden. 

Uns haben neben der Carnitinfrage die Beziehungen der 
y-Amino-f-oxybuttersiure zur Oxyglutaminsiure von Dakin 
und zum Oxyprolin von Fischer interessiert. Vor allem haben 
uns aber die Acylverbindungen der Amino-oxybuttersiure 2u 
Studien iiber die Zustandsformen der Peptide und Proteine 
gedient. Hierfiir haben wir auf die Anwendung der alt- 
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bewahrten Phthalimidmethode von Gabriel verzichtet und die 
Synthese 80 geleitet, daB sie iiber Acylverbindungen der 
Amino-oxybuttersdiure fihrt. Wir haben auBer der von Tomita 
beschriebenen freien y-Amino-@-oxybuttersiure, ihrem Anhydrid 
and ihrem Bromhydrat (Schmelzp. 78°) u. a. an einfachen 
Derivaten die beiden Monobenzoate der Siure (N-Benzoat, 
Schmelzp. 177°; salzsaures Salz des O-Benzoats, Schmelzp. 215° 
unter Zersetzung), die verschiedenen isomeren Benzoate des 
Esters sowie das Amid der Siure bereitet und ihre gegen- 
seitigen Umwandlungen durchgefiihrt. Damit haben wir zu- 
gleich auch ein geeignetes Material fiir die Spaltung der 
Oxyaminosiure in die optischen Komponenten in Handen. 

Die genauere Mitteilung unserer Versuche wird demnichst 
in den Berichten der Deutschen Chemischen Gesellschaft er- 
folgen. Da Herr Tomita beabsichtigt, das Verhalten der 
y-Amino-#-oxybuttersiure im Tierkérper zu untersuchen, be- 
merken wir, daB wir schon im Juli 1922 Herrn Professor 
Karl Thomas in Leipzig eine gréBere Menge Benzoyl- 
verbindung der Saéure zu dem gleichen Zwecke iibergeben 
te haben. 


| Dresden, den 2. Februar 1923. 
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Uber die Hefenucleinsiure. IV.’) 
Eine einfache Methode zur Isolierung der Adenylsaure. 
Von 
Hl. Steudel und E. Peiser. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Februar 1923.) 


Wihrend die ‘’hymonucleinsiinre sich als ein gegen Alkali- 
wirkung recht widerstandsfihiger Koérper erwiesen hat — 
werden doch bei der wohl allgemein benutzten Darstellungs. 
methode nach Neumann die Thymusdriisen langere Zeit im 
siedenden Wasserbade mit Lauge erwirmt —, hat sich bei 
unseren bisherigen Versuchen gezeigt, daB die Hefenucleinsiure 
ein sehr viel labilerer Korper ist. 

Durch fraktionierte Fillung mit Hilfe iuBerst schonender 
Methoden konnten wir die kiaufliche Hefenucleinsiure in eine 
Anzahl Fraktionen zerlegen, die sich wesentlich durch ihr Ver- 
haltnis von P:N voneinander unterschieden. In fiinf ver- 
schiedenen Fraktionen wurden folgende Zahlen gefunden: 

A. P:N=1:2,09, 
B. P:N = 1:1,80. 
C. P:N = 1:1,58. 
D. P:N =1:1,84. 
KE. P:N = 1:0,87. 

Wire die Substanz einheitlich gewesen, so hatte natiirlich 
das Verhaltnis P: N in allen Fraktionen das gleiche sein miisseu 
Die Unterschiede muBten ihren Grund darin haben, dab ent- 
weder die kiufliche Hefenucleinsiure aus verschiedenen Stollen 





') 1. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 108 8. 42 (1919); 2. Mitteilung, Diese 


Zs. Bd. 114, S. 201 (1921); 3. Mitteilung, Diese Zs, Bd. 120, S, 292 (1922). 
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pestand oder daB durch unsere Behandlungsmethoden doch 
schon eine Spaltung des Ausgangsmaterials eingetreten war. 
Trotzdem an eine solche leichte Aufspaltung nach den vor- 
liegenden Angaben in der Literatur nicht ohne weiteres ge- 
dacht werden konnte, konnten wir doch sehr bald feststellen, 
daB schon die Einwirkung einer sehr schwachen Natronlauge 
bei Zimmertemperatur geniigt, um die Guanylsiure aus 
der Hefenucleinsiure abzutrennen. Wir waren imstande nach- 
guweisen, daB in dem verbleibenden Rest nach sorgfaltiger Ab- 
trennung der Guanylsaure auch nach Saéurespaltung in der Wirme 
nur noch Spuren von Guanylsiure bzw. Guanin vorhanden war. 

Diese einfache Nucleinsiure war jedenfalls nur in sehr 
lockerer Weise in das Molekiil der Hefenucleinsiure eingefiigt 
und es war nun die Frage, ob auch die anderen einfachen 







































kali- Nucleinsiuren ebenso locker miteinander verbunden waren. 
is Aber die Aufteilung des nach Entfernung der Guanylsiure 

ngs- verbleibenden Restes erschien zunichst wenig aussichtsvoll. — 
im Uberblickt man die bisher von den Untersuchern benutzte 
bei Methodik, so findet man fast nur eine einzige Trennungs- 

_ methode angewandt: die fraktionierte Krystallisation der Brucin- 
salze der einfachen Nucleinsiuren. Diese Arbeitsweise liefert 

ader aber durchaus nicht sofort klare Resultate, sondern es ist ge- 
eine wohnlich ein oft wiederholtes Umkrystallisieren (bis zu 12 Malen 
Ver- notwendig, um einigermafen einheitliche Fraktionen zu er- 
ver. halten. Diese miissen dann weiter iiber die Blei- oder Barium- 
oder Ammoniumsalze zerlegt und gereinigt werden. Es kann 

deshalb auch nicht weiter wundernehmen, wenn die einzelnen 











Yorscher in der Deutung ihrer Versuchsergebnisse leider nicht 
ibereinstimmen. Fiir quantitative Bestimmungen eignet sich 
die bisherige Methodik schon gar nicht, weil durch das hiufige 
Umkrystallisieren viel zu groBe und nicht bestimmbare Verluste 


hich eintreten. Wie groB gerade hierin die Unsicherheit ist, kommt 


Sse @® klar in der groBen Anzahl von Konstitutionsformeln fiir die 
ent Hefenucleinsiure zum Ausdruck. Bisher hat sich nur Frau 
iflen Kowalewski2) der Miihe unterzogen, quantitative Analysen 
Diese der einzelnen Spaltungsprodukte auszufihren. 


922), ') Diese Zs. Bd. 69, S. 240 (1910). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVII. 
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Um den nach Abtrennung der Guanylsiure verbleibende, 
Rest aufzuteilen, haben wir also einen neuen Weg eingeschlagen, 
Es wurden zunichst die Séuren wieder in die schwer lisliche, 
Bleiverbindungen iiberfiihrt, um sowohl die Essigsiure wie das 
Natrium durch Auswaschen entfernen zu kénnen. Dann wurde, 
die Bleiverbindungen mit Schwefelwasserstoff zersetzt und ny 
die Lésung der freien Siuren bei niederer Temperatur de 
Wasserbades im Vakuum eingeengt: es krystallisierte dan 
analysenreine Adenylsiure aus. 

Es miissen also mindestens die Guanylséure und di 
Adenylsiure in auBerst lockerer Bindung in dem Molekiil de 
Hefenucleinsiure vorhanden sein. Ob durch die Kinwirkung 
der schwachen Lauge bei Zimmertemperatur schon das ganze 
Molekiil der Hefenucleinsiure in einfache Nucleinsauren ze. 
fallt, wird man erst sagen kénnen, wenn der nunmehr noch 
verbleibende Rest aufgelést sein wird. 

Im einzelnen sei folgender Versuch beschrieben: 

500 g hefenucleinsaures Natrium Boehringer wurden in 
Anteilen von je 100g, wie friiher beschrieben’), zweimal in 
alkalischer Losung bei Zimmertemperatur durch Alkohol ge. 
fallt. Die Fallung wurde in Wasser gelést und durch 
Neutralisation mit Essigsiure die Guanylsiure als sekundires 
Natriumsalz niedergeschlagen. In das tertiiire Salz_ iiber. 
gefiihrt, wog das lufttrockene Produkt 87 g. 

Die vereinigten Filtrate von der Guanylsaurefillung wurden 
mit neutralem Bleiacetat versetzt, solange noch ein Nieder- 
schlag entstand, drum gab weder basisches Bleiacetat noch 
Bleiacetat und Ammoniak in den Filtraten eine weseut- 
liche Fallung. Das Blei wurde aus dem Bleiniederschlage 
mit Schwefelwasserstoff entfernt, die Lésung mit Ammoniak 
neutralisiert, im Vakuum konzentriert und der Riickstand mit 
dem gleichen Volumen Alkohol versetzt. Es fiel dabei cin 0 
aus, das zweimal umgefillt wurde. Dabei ging der gribte 
Teil wieder in Liésung, es blieb ein geringer, flockiger Riick- 
stand, der iiber das Bleisalz in die freie Saure iibergefiibrt 





1) Diese Zs. Bd. 120, S. 292 (1922). 
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wurde und sich als Guanylsiure erwies, die der ersten Fillung 
entgangen war. Ausbeute lufttrocken 9 g. 

Aus den nunmehrigen Filtraten wurden wieder die Blei- 
salze der Saiuren hergestellt, diese durch Schwefelwasserstoff 
yersetzt und die Loésung der freien Siuren im Vakuum bei 
niederer Temperatur des Wasserbades eingeengt. Es begann 
eine reichliche Krystallisation von Nadeln, die abgesaugt wurden 
und exsiccatortrocken 57,5 g wogen. Die Substanz enthielt, 
bei 78° im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, 
18,979, N. 

Berechnet fiir Adenylsiiure: (C,,H,,N,PO, + H,O) 19,18 °/, N. 

6,700mg brauchen 6,38ccm n/70-Siiure zur Neutralisation (19,04°/, N), 

7,185 mg » 6,79ecm ‘ ‘. ‘ (18,90°/, N), 

(Kjeldahl). 

Kinmal umkrystallisiert aus heiBem Wasser, erschien die 
Substanz in langen Nadeln, die lufttrocken bei 195° (unkorr.) 
unter Zersetzung schmolzen. Levene?) gibt als Schmelzpunkt 
fiir Adenylsiure 195° (korr.) an. 

Léslichkeit in Wasser: 0,5445 g (C,,H,,N,PO, + H,0) 
wurden in 50 com heiBem Wasser gelést und die Lésung bei 
15° mehrere Tage stehen gelassen. Dann wurde vom Un- 
gelésten abfiltriert. Im Filtrat fanden sich noch 50,96 mg N 
die 0,2686 g C,,H,,N,PO, + H,O entsprechen. Die Léslichkeit 
betrigt also 5 auf 1000 Wasser bei 15° 
Spezifische Drehung: 1,0927 g Substanz, in Wasser von 50° gelést; 


spezifisches Gewicht der Lésung 1,005; Gesamtgewicht 29,9226 g; 
a = 0,46° nach links im 1 dm-Rohr, also 


0,46 x 9,9742 


[a}5° = 
»D 1,005 x 0,10927 





= — 41,78° (Levene?) — 40,5°). 


Um die Substanz als Adenylsiure zu identifizieren, wurde 
noch eine quantitative Bestimmung des Adenins nach der 
Schwefelsiurespaltung vorgenommen. 

0,8847 g lufttrockene Substanz wurden mit 50 ccm 5°/, iger 
H,SO, 3 Stunden lang im siedenden Wasserbade erwarmt. 
Die Lésung wurde dann auf 100 ccm aufgefiillt. 





) Jl. of Biol. Chem. Bd. 41, S. 483 (1920), 
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5.cem neutralisieren 6 ccm n/10-H,SO, (Kjeldahl). 


10 ecm ie 11,8 ccm ” ” 


Ks waren also in der Lésung 0,696 g Adenylsaure (wasser. 
frei) enthalten. 

Der Rest der Lésung wurde mit Natronlauge neutralisier 
und mit 1,1°/, Pikrinsiurelésung ausgefallt. Der flockige 
hellgelbe Niederschlag wurde sofort abgesaugt und wog trockey 
0,697 g. Er hatte den fiir Adeninpikrat verlangten Schmel:. 
punkt von 280°. Im Filtrat von der Pikrinsiurefallung lieBey 
sich mit: ammoniakalischer Silberlésung keine Basen mehr 
nachweisen. Rechnet man die Ausbeute an Adeninpikrat auf 
Adenin um, so erhalt man: 

Gefunden 37,13 °/, Adenin Berechnet 38,92 °/,. 


Wir haben endlich noch festgestellt, daB das saure, adenyl. 
saure Natrium in Wasser leicht léslich ist im Gegensatz zum 
sauren, guanylsauren Natrium; das basische adenylsaure 
Natrium fallt mit Alkohol als Ol aus, das wir durch Reiben nit 
einem Glasstab noch nicht zur Krystallisation bringen konnten. 

Die Adenylsiure befindet sich also ebenso wie die Guanyl- 
siure nur in einer sehr lockeren Bindung im Hefenucleinsiure. 
molekiil. Dadurch unterscheidet sich die Hefenucleinsiure 
wesentlich von der Thymonucleinsaiure, bei der solche Ver- 
haltnisse bisher noch nicht beobachtet worden sind. Der 
chemische Aufbau der beiden Sauren, speziell die Verkniipfung 
der einzelnen einfachen Nucleinsiiuren untereinander muB8 also 
durchaus verschieden sein. Auf der Grundlage der von dem 
einen von uns entwickelten Anschauungen iiber die Struktur 
der Thymonucleinsiure hat man zahlreiche Versuche gemacht, 
Formelbilder fiir die feinere Struktur der Nucleinsiure aui- 
zustellen. Wir halten die Sache aber noch nicht reif genug 
dafiir; die experimentellen Grundlagen sind noch nicht sicher 
genug, um eindeutige Beweise fiir die eine oder andere Aut- 
fassung zu liefern. Man kann bisher nur im allgemeinen sage, 
aus welchen einfachen Nucleinsiuren etwa die zusammen- 
gesetzten Nucleins’uren bestehen, alles andere ist mehr oder 
weniger unbewiesene Spekulation. 

Durch die von uns aufgefundenen einfachen Methoden, 
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die Hefenucleinséiure zu zerlegen, sind wir aber jedenfalls der 
Frage nach dem Unterschiede zwischen den Hauptvertretern 
der Nucleinsiuregruppe einen wesentlichen Schritt niher ge- 
kommen, ganz abgesehen davon, da8 es nunmehr eine AuBerst 





is einfache Aufgabe ist, Guanylséure oder Adenylsaure in gréBeren 
1¢ Mengen herzustellen. Das Sieden mit Saéuren, die Entfernung 
ken der zur Hydrolyse benutzten Séure und die komplizierte 
Fallung und Fraktionierung der Brucinsalze, fiir die auBer 
ee dem teuren Brucin groBe Mengen Athyl- und Methylalkohol 
“ notig waren, alles dies ist jetzt iiberfliissig geworden. Wir 
ani verstehen jetzt auch, warum Altmann?) bei seinen Versuchen, 
aus der Hefe Nucleinsiure zu gewinnen, sich gescheut hat, 
die mit Natronlauge gewonnenen Ausziige aus Hefe einer 
iy lingere Zeit dauernden Filtration zu unterwerfen. Dabei ist 
- eben die Hefenucleinsiure schon weiter in einfache Nuclein- 
sa siuren zerlegt worden. Das gleiche ist der Fall, wenn man 
malt versucht, die Methode von Neumann, die fiir die Verarbeitung 
he der Thymusdriisen auf Thymonucleinsiure ausgearbeitet ist, 
nyl- auf die Hefe zu iibertragen.”) Bei diesem Verfahren finden 
wah aber auch noch andere Veranderungen statt.*) 
sare Den nach Abtrennung der Guanyl- und Adenylsdure ver- 
Ver. bleibenden Rest der Hefenucleinsiure denken wir jetzt gleich- 
Der falls noch weiter aufzuteilen. 
eg Die Untersuchungen, die jetzt besonders kostspielig sind, 
also sind uns erméglicht worden einmal durch eine Zuwendung, 
dem die wir der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaften zu 
ctur verdanken haben und ferner dadurch, da8 uns die Firma 
cht, C.F. Boehringer & Séhne in Mannheim ein gréBeres Quantum 
aul Hefenucleinsiure zur Verfiigung stellte. Beiden Spendern 
- sagen wir auch an dieser Stelle unseren herzlichsten Dank. 
cher bese : 
Aue ) Arch. (Anat. u.) Physiol. 1889, S. 524. 
gen, *) z. B. Slade, Am. Journ. of Physiol. Bd. 13, S. 464 (1905). 


*) Kowalewski, Diese Zs. Bd. 69, S. 240 (1910). 














Uber den eindeutigen makro- und mikrochemischen 
Nachweis des Histidins am EiweiSkomplex. 


Von 
Hermann Brunswik. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut f, Faserstoffchemie, Berlin-Dahlem.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Februar 1923.) 


1. 


Herm. Pauly?) zeigte, daB von simtlichen bekannten 
Bausteinen des KiweiBes nur Tyrosin und Histidin mit dem 
Ehrlichschen Diazoreagens (Diazobenzolsulfosiure) unter Bil- 
dung leuchtend roter Azofarbstoffe bei Alkaligegenwart reagieren, 
und zwar sowohl als freie Aminosiuren, wie in KiweiBbindung. 
Wird daher mit Millons Reagens die Abwesenheit von Tyrosin 
festgestellt, so zeigt ein positiver Reaktionsausfall eindeutig 
Histidin in diesem EHiweiBkérper an. 

Die meisten Proteine enthalten aber gleichzeitig Ty- 
rosin und Histidin, so daB hierdurch diese Reaktion viel von 
ihrem diagnostischen Wert verliert. Diesem Ubelstande suchte 
K. Inouye’) durch Benzoylierung der EiweiBkérper abzuhelfen, 
da Benzoyltyrosin mit Diazobenzolsulfosiure nicht mehr reagiert, 
wohl aber Benzoylhistidin. Es zeigte sich aber — gegen seine 





'!) Herm. Pauly, Uber die Konstitution des Histidins (I.), Diese Zs. 
Bd. 42, 8. 508—518 (1904). | 

*) T. B. Aldrich, Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 37, S. 203 (1915) fand bei 
einer Nachpriifung der Paulyschen Reaktion, daB auch p-Oxyphenyl- 
ithylamin und #-Imidazolylithylamin (Histamin) positive Diazoreaktiou 
geben. 

*) K. Inouye, Uber den Nachweis des Histidins, Diese Zs. Bd. 82, 
S. 79—82 (1913). 
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Benzoylierung in seiner Reaktionsfihigkeit mit dem Diazo- 
reagens behindert ist. In der Modifikation von Inouye ist 
daher diese Probe nur fiir den Nachweis von freiem Histidin 
(neben einem HiweiBkérper) und zur Verfolgung der fermen- 
tativen Abspaltung des Histidins mit Vorteil anwendbar. 

Nicht so sehr aus rein chemischen Gesichtspunkten, son- 
dern hauptsichlich, um zur Verfolgung des Histidins in Zellen 
und Geweben ein eindeutiges Histidinreagens zu gewinnen, 
wurden die Gedankenginge Inouyes wieder aufgenommen. 
Das Ziel muBte natiirlich sein, durch eine einfache Vorbehand- 
lung der KiweiBkérper die Tyrosinkomponente abzufangen, 
reaktionsunfahig zu machen, ohne der Histidinkomponente die 
Kuppelungsfahigkeit mit der Diazobenzolsulfosiure zu rauben. 
Hierzu schienen, zunichst rein theoretisch betrachtet, zwei 
Moglichkeiten aussichtsreich: eine vorsichtige Bromierung oder 
Nitrierung des Proteins. 

In der Tat fiihrt die Nitrierung (Xanthoproteinreaktion) 
zu dem gesteckten Ziel. 

II. 


Die Diazoreaktion von Pauly nach vorangegangener Nitrierung. 

Durch die nihere Analyse der bekannten Xanthoprotein- 
reaktion [K. Inouye ), C. Th. Mérner?)] wurde festgestellt, 
daB daran die Tyrosin- und Tryptophankomponente, nicht 
aber Phenylalanin’) beteiligt sind. Tyrosin wird hierbei in 





‘)K. Inouye, Uber die Xanthoproteinreaktion, Diese Zs. Bd. 81, 
S. 80—85 (1912). 

*) Carl Th. Mérner, Welchen Anteil haben Tyrosin und Trypto- 
phan an dem Farbeneffekt bei den beiden Phasen der Xanthoprotein- 
siurereaktion, Diese Zs. Bd. 107, S. 2083—210 (1919). 

*) Die gegenteilige Angabe ist trotzdem in Lehr- und Handbiicher 
iibergegangen. Da8 jedoch Mérners Behauptung richtig ist, 14Bt sich 
auch durch Einwirkung von Chlordioxydessigsiure auf phenylalanin- 
haltige EiweiBkérper, z. B. auf Wollkeratin oder ein Pflanzenalbumin 
zeigen. E. Schmidt [Chem. Ber. Bd. 55, S. 1529—1534 (1922)] stellte 
fest, daB dieses Reagens (,,Diaphanol) Tyrosin, Tryptophan, Cystin, 
Histidin und Dioxyphenylalanin angreift, nicht aber Phenylalanin. 
Behandelt man nun Keratin oder Schnitte eiweiBhaltiger Pflanzensamen 


Erwartung — daB Histidin in EiweiBkuppelung nach der 
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Nitrotyrosin umgewandelt. Nitrotyrosin gibt keine Millonsche 
Probe und keine Diazoreaktion mehr, wahrend Histidin fre 
und in EKiweiSbindung gegen vorsichtige Nitrierung, wie sje 
die Xanthoproteinreaktion ja darstellt, nicht empfindlich jg. 
Dies geht, abgesehen von dem weiter unten angefiihrten eigenen 
Grundversuch und dem Ergebnis der Durchpriifung der jp 
Tabelle 2 angefiihrten EiweiBstoffe schon daraus hervor, dag 
das von Kossel und Weiss’) dargestellte Nitrosturin?) uw. 
verandert die Diazoprobe gibt und unter seinen Spaltproduktey 
Nitroarginin und Histidin auftritt. 

Grundversuch, ausgefiihrt unter in jeder Hinsicht vergleich- 
baren Umstinden: 
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Die Nitrierung scheint demnach (vgl. Kol. V) zur Abfangung 
der Tyrosinkomponente brauchbar zu sein. 

Es ergibt sich daraus folgendes Vorgehen fiir den eindeutigen 
Histidinnachweis am EiweiBkomplex: Durch Millons Reagens wird die 
Gegenwart von Tyrosin festgestellt. Dementsprechend ist die Diazo- 





24 Stunden mit Diaphanol, so sind Tyrosin (Millons Reaktion), Tryp- 
tophan (Voisenetsche Reaktion), Cystin (als PbS) tatsiichlich nicht mebr 
nachweisbar, und auch die friiher starke Xanthoproteinreaktion ist vollig 
negativ, wiewohl diese Substanzen prozentisch nahezu gleiche Mengeu 
von Tyrosin und Phenylalanin enthalten. 

1) A. Kossel u. F. Weiss, Uber das Sturin, Diese Zs. Bd. 78, 
S. 410 (1912). 

*) Sturin enthilt kein Tyrosin, 12,9°/, Histidin. 

8) Der Uberschu8 von HNO, wurde vor Anstellung der Probe mit 
Soda neutralisiert. DaB freie HNO, die Millonsche Reaktion stért oder 
abschwicht, ist schon lange bekannt; vgl. C. Neuberg, Der Harn usw., 
Berlin 1911, S. 471. 
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reaktion ebenfalls positiv, kann aber durch Tyrosin und Histidin her- 
vorgerufen sein. Man erwarmt eine neue Probe mit verdiinnter (20—50°/,) 
HNO, (Xanthoproteinreaktion, Phase a), versetzt sie portionen weise mit 
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Natriumkarbonat in Substanz — da NaOH die Bildung vom Azo- 
farbstoff beeintrichtigt — bis zur alkalischen Reaktion (Xanthopro- 
teinreaktion, Phase b), teilt die Probe und fiigt zu der einen Hilfte das 
nach Paulys') Angaben frisch bereitete Diazoreagens, wihrend die 
andere Hilfte zur Kontrolle (mit Millons Reagens) dient, da8 wirklich 


simtliches Tyrosin nitriert ist. 


Fallt die Diazoreaktion mit dem 


nitrierten (Xanthoprotein-) EiweiBkiérper positiv aus, so ist 
eindeutig auf die Gegenwart von Histidin als Baustein zu 





















































schlieBen. 
Tabelle 2. 
enthalt in Proz. Millons] Diazo- peer Diasoneabe 
Biweilieper | Reaktion | Reakt. | P™°°™ (spexi, fiir 
Tyrosin | Histidin probe || Histidin) 
turin 6 12,9 -- + — + (!) 
upein . e ) — ~ oi ais 
yclopterin 8,3 6 + + + ws 
ieralbumin 1,1 8 + +. Bi he 
serumalbumin 2,1 | + (2%) + + + oe 
(schwach) 
ie. ae 8,5 | + (2%) + + “+ + (!) 
Wittepepton 3,3 0,8 + + + + () 
Pflanzenalbumin . 1,6 23 + - + + (!) 
oa 4,5 26 | + 4 + | + (!) 
Jeidenfibroin 10,5 |+@%)| + + a 
| (schwach) 
Nelatine . | 0 “a ) SE + (+) | +0 
eratin (Schafwolle) 2,9 eros ss 4 6 
»  (Hornspine) 4,6 ae + 4 8 
i | (héchstens 
| | Spuren) 


In Tabelle 2 sind die auf diese Weise gepriiften Hiwei8- 
kérper zusammengestellt. Es wurden Vertreter aller vier Még- 


—_—.. 


‘) Herm. Pauly, a.a.0., S.516—517 und Anm. 1 auf Seite 273 


dieser Mitteilung. 


*) Es ist eine bekannte Tatsache, daB Gelatine die Millonsche 
Reaktion schwach gibt, wiewohl bei der Hydrolyse kein Tyrosin ge- 


funden wurde. 
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Nitrotyrosin umgewandelt. Nitrotyrosin gibt keine Millonsche 
Probe und keine Diazoreaktion mehr, wahrend Histidin fro; 
und in KiweiSbindung gegen vorsichtige Nitrierung, wie sie 
die Xanthoproteinreaktion ja darstellt, nicht empfindlich isi. 
Dies geht, abgesehen von dem weiter unten angefiihrten eigenen 
Grundversuch und dem Ergebnis der Durchpriifung der in 
Tabelle 2 angefiihrten EiweiBstoffe schon daraus hervor, daf 
das von Kossel und Weiss!) dargestellte Nitrosturin?) un- 
verindert die Diazoprobe gibt und unter seinen Spaltprodukten 
Nitroarginin und Histidin auftritt. 

Grundversuch, ausgefiihrt unter in jeder Hinsicht vergleich- 
baren Umstinden: 
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Die Nitrierung scheint demnach (vgl. Kol. V) zur Abfangung 
der Tyrosinkomponente brauchbar zu sein. 


Es ergibt sich daraus folgendes Vorgehen fiir den eindeutigen 
Histidinnachweis am Eiwei8komplex: Durch Millons Reagens wird die 
Gegenwart von Tyrosin festgestellt. Dementsprechend ist die Diazo- 





24 Stunden mit Diaphanol, so sind Tyrosin (Millons Reaktion), Tryp- 
tophan (Voisenetsche Reaktion), Cystin (als PbS) tatsichlich nicht mebr 
nachweisbar, und auch die friiher starke Xanthoproteinreaktion ist vollig 
negativ, wiewohl diese Substanzen prozentisch nahezu gleiche Mengen 
von Tyrosin und Phenylalanin enthalten. 

1) A. Kossel u. F. Weiss, Uber das Sturin, Diese Zs. Bd. 73, 
S. 410 (1912). 

*) Sturin enthilt kein Tyrosin, 12,9°/, Histidin. 

3) Der Uberschu8 von HNO, wurde vor Anstellung der Probe mit 
Soda neutralisiert. DaB freie HNO, die Millonsche Reaktion stért oder 
abschwiicht, ist schon lange bekannt; vgl. C. Neuberg, Der Harn usw., 
Berlin 1911, S. 471. 
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reaktion ebenfalls positiv, kann aber durch Tyrosin und Histidin her- 
vorgerufen sein. Man erwirmt eine neue Probe mit verdiinnter (20—50°/,) 
HNO, (Xanthoproteinreaktion, Phase a), versetzt sie portionen weise mit 
Natriumkarbonat in Substanz — da NaOH die Bildung vom Azo- 
farbstoff beeintrichtigt — bis zur alkalischen Reaktion (Xanthopro- 
teinreaktion, Phase b), teilt die Probe und fiigt zu der einen Hilfte das 
nach Paulys') Angaben frisch bereitete Diazoreagens, wihrend die 
andere Hialfte zur Kontrolle (mit Millons Reagens) dient, daB wirklich 
simtliches Tyrosin nitriert ist. Fiallt die Diazoreaktion mit dem 
nitrierten (Xanthoprotein-) EiweiBkiérper positiv aus, so ist 
eindeutig auf die Gegenwart von Histidin als Baustein zu 
schlieBen. 


Tabelle 2. 






































enthiilt in Proz. || y,. ..__ | Xantho-||__ Nitro- 
a ‘| Millons]| Diazo- . || Diazoprobe 
EiweiBkérper , rotein- prok 
Tyrosin |Histidin Reaktion | Reakt. pres eadiny 
Sturin 8 12,9 _ Je ome + (' 
Clupein . 8 6 ~ _ we ‘ip 
Cyclopterin 8,3 6 + + + as 
Eieralbumin 1,1 8 + + + a 
Serumalbumin 2,1 | + (2°) + + + bp 
| (schwach) 
Fibrin -] 3,5 | +@%)) + + + + (!) 
Wittepepton 3,3 0,8 + + + + (!) 
Pflanzenalbumin . 1,6 238 ) + + + + ( 
Casein ‘ 4,5 26 | + + + + (!) 
Seidenfibroin 10,5 | + (2%) + + + fe 
} | (schwach) 
Gelatine. . 2 2 J] 0 04 | (49) + | | +0 
Keratin (Schafwolle) 2,9 e | + 4. + | 6 
»  (Hornspiine) 4,6 e | + + + | e 
| | (héchstens 
| | | Spuren) 














In Tabelle 2 sind die auf diese Weise gepriiften Kiweib- 
kérper zusammengestellt. Es wurden Vertreter aller vier Még- 





) Herm. Pauly, a.a.0O., S.516—517 und Anm. 1 auf Seite 273 


dieser Mitteilung. 


*) Es ist eine bekannte Tatsache, daB Gelatine die Millonsche 
Reaktion schwach gibt, wiewohl bei der Hydrolyse kein Tyrosin ge- 


funden wurde. 
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lichkeiten untersucht: KiweiBkérper, die nach den bisherigey 
Analysen nur Tyrosin, aber kein Histidin enthalten (Kieralbumin, 
Keratin, Cyclopterin, Orzynin), Proteide, die nur Histidin, 
aber kein Tyrosin als Baustein besitzen wie das Sturin}) 
KiweiBkérper, denen beide Aminosiuren fehlen, z. B. Clupein, 
und schlieBlich solche, an denen beim Abbau sowohl Tyrosin 
wie Histidin in relativ wechselnden Mengen festgestellt wurden 
(die groBe Mehrzahl der nativen Proteine). Bei sdmtlichen 
Substanzen wurde hierbei ein der Erwartung entsprechendes 
Ergebnis erzielt. (Vgl. letzte Kolonne Tab. 2.) 

SchlieBlich diirfte diese Modifikation auch quantitativ an. 
wendbar sein. Die Diazoreaktion wurde von Weiss und 
Ssobolew’) zur colorimetrischen Bestimmung von Histidin, 
von Fiirth und Fleischmann’) nach Entfernung des Histi- 
dins aus der Hydrolysenflissigkeit zur niherungsweisen Schitzung 
des Tyrosins benutzt. Es ergibt sich mithin die Méglichkeit, 
an KiweiBlésungen oder unverinderten Hydrolysaten nach der 
Methode der genannten Autoren durch zwei aufeinanderfolgende 
Bestimmungen, von denen die zweite nach durchgefiihrter 
Xanthoproteinreaktion vorgenommen wird, gleichzeitig den 
Gehalt von Tyrosin (Best. 1 — Best. 2) und Histidin (Best. 2) 
festzustellen. 

Il. 
Mikrochemische Anwendung der Reaktion. 


Bereits Raciborski‘*) schlug die Diazoreaktion als all- 
gemeine mikrochemische EiweiBreaktion vor, doch fand sie 





1) Sturin, Cyclopterin, Clupein und Histidin stellte mir in liebens- 
wiirdiger Weise Geh.-Rat Prof. A. Kossel zur Verfiigung, wofiir ich 
auch an dieser Stelle meinen besten Dank aussprechen michte. 

*) M. Weiss u. N. Ssobolew, Uber ein colorimetrisches Verfahren 
zur quantitativen Bestimmung des Histidins, Biochem. Zs. Bd. 58, 8. 119 
bis 129 (1914). 

3) 0. Fiirth u. W. Fleischmann, Uber die Ermittelung des Ty- 
rosingehaltes von Proteinen, Biochem. Zs. Bd. 127, S. 146—147 (1922). 

‘) M. Raciborski, Beitrige zur botanischen Mikrochemie, Bull. 


(de l’Acad. des Science. de Cracovie, Cl. Sc. math. et nat. 1906, S. 553—560. 


Eingehendes Referat dariiber: Zs. f. wiss. Mikrosk. Bd. 23, S. 489—491 
1906). 
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wenig Anklang, u. a. anscheinend wegen des stets frisch zu 
bereitenden Reagenses und da sie gegeniiber der eingebiirgerten 
Millonschen Probe nichts neues bot. In der angegebenen 
) Modifikation — nach durchgefiihrter Xanthoproteinreaktion — 
jedoch erscheint ihre mikrochemische Anwendung brauchbar zu 
sein, da bisher kein Mikroreagens fiir Histidin vorliegt. 

Hier sollen nur vom methodischen Gesichtspunkte aus 
einige Beispiele gegeben werden, da eine eingehendere mikro- 
chemische Verfolgung des Histidins in der Pflanzen- und 
Tierzelle den Rahmen dieser kurzen Mitteilung iiberschreiten 




























wirde. 

j Die Schnitte, sei es von frischem Pflanzenmaterial oder 
auch von fixierten (Alkohol; bessere Lokalisation) pflanzlichen 
und tierischen Objekten, werden in méglichst schonender Weise 
der Xanthoproteinreaktion (33°/, HNO, — schwaches Erwirmen) 
unterworfen, sodann zur Entfernung des Saureiiberschusses in 
Wasser kurz abgespilt, hierauf in eine konzentrierte Soda- 
lésung gebracht und darin belassen, bis die Kiweibbestandteile 
eine orangegelbe Farbung erlangt haben. In diesem Zustande 
mit dem frisch bereiteten sodaalkalischen Diazoreagens') unter 
Deckglas versetzt, werden alle KiweiBteile der Schnitte, sofern 
sie Histidin enthalten, ziegelrot. 

Bei Beurteilung dieser Reaktion ist ebenso, wie z. B. bei 
der mit Millons Reagens, stets zu beachten, daB auch eine 
Reihe anderer Substanzen mit dem Reagens Azofarbstoffe 
liefern kann (vgl. die Angaben Raciborskis). Die Kiweib- 
natur des zu untersuchenden Zellbestandteils ist daher auch 
- hier durch die bekannten mikrochemischen Fallungs- und 
h Lésungsproben, am besten durch die Biuretreaktion sicher- 
zustellen. Ist dies geschehen und auch die Nitrierung der 
: Dicke, Konsistenz usw. des Objekts entsprechend durchgefihrt, 
so ist diese Mikroreaktion fiir Histidin eindeutig. — 
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') Bereitung des stets frisch zu benutzenden Reagens nach Pauly: 
2g Sulfanilsiure, aufgeschwemmt in 3 ecm H,O + 2 cem konz. HCl — 
Vorsichtig portionenweise versetzt mit einer Lésung von 1 g NaNO, in 
2cem H,O. Die hierbei entstehende Diazobenzolsulfosiiure wird unter 
Wwenigem Waschen am Filter gesammelt. 
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Die Empfindlichkeit halt sich als Farbenreaktion!) etwa 
auf derselben Stufe wie die der tibrigen EiweiBfarbenreaktionen, 
die in der Mikrochemie Kingang fanden. An jedem Hiweif- 
bestandteil, welcher im Mikroskop die Xanthoprotein-, Millon- 
sche oder eine der Tryptophanreaktionen erkennen liBt, kann 
man daher auch auf Vorhandensein von Histidin als Baustein 
priifen. 

So lieB sich z. B. Histidin im ReserveeiweiB der Samen 
(Schnitte etwa 20 wu dick) von Phaseolus, Soja, Vicia, Lupinus, 
ferner in Samen von Prunusarten nachweisen, ebenso im Aleuron 
von Zea Mais und Triticum vulgare, sowie in den fixierten 
KiweiBkrystallen der Kartoffel und in jungen Pilzhyphen. In 
Protoplasmaschlauch und im Zellkern (z. B. von Allium cepa, 
Solanum tuberosum usw.) wurde kein positives Reaktionsergebnis 
erzielt. 


IV. (Anhang.) 


Ubersicht tiber die in der Zelle nachweisbaren Eiwei8bausteine. 


A. Meyer’) erértert in ausfiihrlicher Weise die Aufgaben und Wege 
der biologischen EiweiBmikrochemie. Die Einordnung eines blo! 
mikrochemisch verfolgten und analysierten EiweiBkérpers in eine der 
bisher aufgestellten Gruppen (Albumine, Globuline usw.) erscheint zumeist 
nahezu illusorisch. Doch es gibt, solange die von Meyer geforderte 
umfangreiche makro- und mikrochemische Vorarbeit noch nicht ge- 
leistet ist, trotzdem eine Méglichkeit zu einer gewissen Charakterisic- 
rung, die Meyer nur in einem Spezialfall mit wenigen Worten streift 
und die auch in den diesbeziiglichen Abschnitten bei Tunmann’) und 
Molisch*‘) nicht scharf hervorgehoben ist. Wie nachstehende Ubersicht 
zeigen soll, la8t sich nimlich, abgesehen von allen Fallungs-, Léslich- 
keits-, Verdauungs-, Farbungs- (ev. Chromolyse) -Proben durch Ausfiib- 
rung der rein chemischen Mikroreaktionen neben der allgemeinen Eiweib- 
natur noch eine Reihe von aufbauenden Aminosiuren an der analysierten 





1) Sehr groBe Verdiinnung l48t im Mikroskop nur mehr ein niclit 
charakteristisches Gelb erscheinen. 

*) A. Meyer, Die morpholog. und physiolog. Analyse der Zelle der 
Pflanzen und Tiere. I. Teil. Jena 1920. §. 46—244, 440—449, 491—495. 

5) O. Tunmann, Pflanzenmikrochemie, Berlin 1913, S. 409—416. 

‘) H. Molisch, Mikrochemie d. Pflanze, 2. Aufl, Jena 1921, S. 310 
bis 314. 
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Schema der mikrochemischen Analyse eines Eiwei8kérpers 


in der Zelle. 
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Zweck 


gemeine 
ikrochem. 
Jharakte- 
ierung als 
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Anwendbare Reaktion 


Weist nach am 


Eiwei8komplex 


Literatur 








1. Biuretreaktion 


ev.: 2. Ninhydrin (Tri- 
ketohydrinden) -Reakt. 

Neben sonstigen Fil- 
lungs-, Léslichkeits- u. 
Verdauungsproben. 
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der C-Bindung. 
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tryptophan), 
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alanin. 
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2. Millonsche Probe. 





Tyrosin und 











Alkali. 











Dioxyphenyl- — 
alanin. 

3. Reaktion v. Voisenet- | Tryptophan |F. Kretz, a.a.O. (1922) 

Kretz (Formaldehyd- und Oxy- 

NaNO,-HC)). tryptophan. 

3a. usw. Aldehydprobe v. E. Komm u. E. Boh- 
Reichlu. Mikosch usw. ringer.’) 

4. Diazoreaktion nach Histidin ne 

Nitrierung. 

5. Schwefelbleireaktion.*) | Cystin bzw. — 

6. Nitroprussidnatrium- Cystein. G. Gola’), W. Arnold.) 


1) E. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 72, S. 37—44 (1911). 

*) O. Loew, Ninhydrin als mikrochemisches Reagens auf Amino- 
siuren, Flora 1918, N. F. Bd. 10 (Bd. 110), S. 262—264. 

‘) E.Komm u. E. Bohringer, Ein Beitrag zur Tryptophan-Alde- 


hydreaktion, Diese Zs. Bd. 124, S. 287—294 (1928). 


*) Wie H. Molisch (a.a.0O.) betont, bediirfen die Angaben und 


Methodik Golas der Nachpriifung. Dasselbe gilt wohl fir die Anwen- 
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KiweiBante sicherstellen. Dieser Standpunkt, eine einzelne Aminosiyr, 
in der Eiwei8ante mikrochemisch zu verfolgen, wurde in bewuBter Weige 
zuerst von F. Kretz’) beim Tryptophan eingenommen, wiirde aber auf 
Tyrosin, Histidin und Cystin vergleichend ausgedehnt, sicherlich einey 
gewissen Fortschritt darstellen, namentlich bei Analyse der Tierzelle, 
die in dieser Hinsicht weitaus weniger einheitlich beschaffen ist als die 
Pflanzenzelle. Hiervon ausgeschlossen bleiben freilich diejenigen Granula, 
die ,,Allinante“ A. Meyers, Chondriosomen usw., an denen diese Farbep- 
reaktionen iiberhaupt nicht mehr durchfiihrbar und erkennbar sind, — 

Es zeigt sich somit eine merkwirdige Ubereinstimmung: Die dureh 
relativ einfache, qualitative Proben schon am EiweiBkomplex nachvweis. 
baren Aminosiuren sind zugleich diejenigen, die beim fermentativen 
Abbau (Trypsin, Pankreatin) zuerst losgelést werden — die friihere 
»,Hemi-Gruppe“ von Kihne-Abderhalden — und die, wie in jiingster 
Zeit E. Schmidt?) zeigte, bei Behandlung mit Chlordioxydessigsiiure im 
Gegensatz zu Phenylalanin und den aliphatischen Aminosiuren allein 
angegriffen werden, ein Verhalten, das auch, wie eigene Versuche an 
Pflanzenalbumin und Keratin (Wolle) ergaben, auf die intakten Eiweif- 
kérper iibertragen werden kann. Es bleibt nach 24 Stunden Mazeration 
mit Diaphanol von diesen beiden Kérpern eine nur mehr die Biuret- 
reaktion liefernde Substanz zuriick. 

Diese scheinbar heterogenen Erscheinungen wurzeln doch in einer 
einzigen Eigenschaft der genannten Aminosiauren (Tyrosin, Trypto- 
phan, Histidin und Cystin bzw. Cystein): sehr reaktionsfihige, freie 
Gruppen zu besitzen, im Gegensatz zu den triigen, innerlich geschlossenen 
des EiweiB-Restkomplexes. Dem eindeutigen Nachweis weiterer Liweib- 
bausteine am natiirlichen EiweiBkérper in der Zelle und in Zellbestand- 
teilen diirften sich daher, falls dies tiberhaupt méglich, bedeutend griBere 
Schwierigkeiten entgegenstellen, als die bisher tiberwundenen es dar- 
stellten. Im Augenblick fehlen hierzu schon die makrochemisch-analy- 
tischen Voraussetzungen. 





Fortsetzung der Anmerkungen von §S. 275. 


dung der Reaktion von Arnold®) auf botanische Objekte, da hier die 
Reaktionsverhiltnisse wesentlich komplizierter sind als in Schnitten tie- 
rischer Organe. 

5) G. Gola, Lo zolfo e i suoi composti etc., Malpighia 1902, Bd. 16, 
S. 360. 

6) W. Arnold, Eine Farbenreaktion von Eiwei8kérpern mit Nitro- 
prussidnatrium, Diese Zs. Bd. 70, S. 300—309 (1911). 


1) F. Kretz, Uber den mikrochem. Nachweis von Tryptophan in 
der Pflanze, Biochem. Zs. Bd. 130, S. 86 (1922). 
”) E. Schmidt, a. a. O. (1922). 
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¥. 


‘ise Zusammenfassung. 

”” In Modifizierung der Pauly schen Diazoreaktion wird 
lle, durch vorangehende vorsichtige Nitrierang (Xanthopro- 
die teinreaktion, Phase a und b) der zu priifenden EKiweiB- 
ula, korper eine qualitativ eindeutige Nachweisméglichkeit 
= yon Histidin in EiweiBbindung angegeben, die makro- und 
uf mikrochemisch, sowie auch wahrscheinlich zur gleich- 
sis zeitigen quantitativen (colorimetrischen) Bestimmung 
ven yon Tyrosin und Histidin anwendbar ist. — Anhangs- 
ere weise wird eine Ubersicht der mikrochemisch in der 
Mer Zelle und an Zellbestandteilen nachweisbaren Eiweib- 


bausteine gegeben. 


Kann der tierische Organismus Cholesterin synthetisieren’ 
Von 
S. J. Thannhauser und Hans Schaber. 





(Aus der II. medizinischen Klinik der Universitat Miinchen. 
Vorstand Professor Friedrich Miller). 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Februar 1923.) 





In einer Arbeit iiber den Cholesterinstoffwechsel') des 
Menschen haben wir gezeigt, daB der Mensch in einer langen 
Periode (31 Tage) cholesterinarmer Nahrung nach einer 
10 tagigen negativen Cholesterinbilanz schlieBlich doch eine 
positive Cholesterinbilanz zeigt. Wir schlossen aus unserem 
Versuchsergebnis, daB der Mensch auf die Zufuhr von 
Cholesterin bzw. Phytosterin mit der Nahrung angewiesen ist. 
Es schien uns deshalb wahrscheinlich, daB der Organismus 
des erwachsenen Menschen das Cholesterin sich nicht in er- 
heblicher Menge aus andersartigen Vorstufen aufzubauen 
vermag. 

So interessant derartige Bilanzversuche fiir die Beurteilung 
des Ablaufes des Cholesterinstoffwechsels und fiir die Wertung 
der Beziehungen der Sterin- und Gallensiureausscheidung sind, 
so kann man doch aus diesen Bilanzierungen keinen zwingenden 
Schlu8 auf die Fahigkeit des Organismus, Cholesterin 2U 
synthetisieren, machen. ! 

Um eine derartige Folgerung abzuleiten, mu8 man einen 
ganzen Organismus untersuchen und zwar am besten einet 
Organismus, der in der Periode des Wachstums seine eigene 





1) §. J. Thannhauser, Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 141, S. 290. 
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Korpersubstanz umbaut, ohne von aufSen Nahrung zugefiihrt 
zu bekommen. 

Diese Bedingungen sind im Ki vor und nach der Be- 
britung gegeben. Wir wihlten fiir unsere Versuche das Ei 
des Haushuhns. Die zum Versuch verwendeten 10 Kier 
stammen von der gleichen Henne aus der gleichen Legeperiode 

bei frei gewihltem Futter. 

6 Kier wurden im Tierstall der Klinik einer Bruthenne 
en? unterlegt. 2 Hiihnchen schliipften vorzeitig aus. Am 21. Tag 
der Bebriittung wurden die tibrigen 4 Hier, deren Schale villig 
unverletzt war, abgenommen. Die bebriiteten und unbebriiteten 
Kier wurden durch Kochen koaguliert. Die Eischale und die 
Kihaut wurden nach dem Kochen sorgfiltig entfernt. Die 
Kier und die Hiihnchen wurden mit einem Skalpell méglichst 
klein zerschnitten und in einem Vakuum-Trockenkasten unter 
vermindertem Druck bei 40—50° C. vollstindig getrocknet. 































. Die Trockensubstanz wurde in elnem Schwefelsiiureexsiccator 

whe zur Konstanz gewogen. Die Extraktion der Trockensubstanz 

ao geschieht mit Ather im Soxlet wihrend 6 x 24 Stunden. Der 

ee Ather wird abdestilliert, der Riickstand mit 95 °/, igem Alkohol 

oe aufgenommen. In einem Teil der alkoholischen Lisung wird 

sat das freie Cholesterin, in dem andern Teil nach Verseifung mit 

ne Natriumithylat das Gesamtcholesterin mit der Digitoninmethode 

fe nach Windaus bestimmt. 

atl Aus nebenstehenden Zahlen geht hervor, da8 das freie Chole- 
sterin im bebriiteten Ki weniger ist als im unbebriiteten Ei (26 °/,), 

ow daB aber das Ester-Cholesterin im bebriiteten Ei sehr be- 

os trichtlich (128 °/,) zugenommen hat. Zur Deutung dieser Ver- 

ind schiebung des Cholesterins nach der Seite des Ester-Cholesterins 

a wihrend der Entwicklung des undifferenzierten zum differen- | 

* zierten Organismus fehlt uns bisher der Schliissel. Die Werte { 
fir das Gesamtcholesterin im unbebriiteten und bebriiteten Hi ie 

ail zeigen im bebriiteten Ei eine nicht sehr groBe, aber konstante 7 

il Erhéhung. Der Mittelwert fiir das Gesamtcholesterin im be- 

alin briiteten Ki erhéht sich um 10,7°/, gegentiber der Zahl fir 


das Gesamtcholesterin im unbebriiteten Hi. 
290. Aus diesen Versuchen geht hervor, da’ im Organismus 
Hopne-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVII. 19 
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Versuchstabelle. 

Unbebriitetes Ei. 
Substanz-| Freies Ester- iis Gesamt- Ge 
Trocken-| Chole- | Gewicht | Chole- é Chole- . 
Nr. ; stig yg wicht eau wicht 

gewicht | sterin in sterin in sterin in 

ee ee he lo g or, 
I] 13,985 0,142 1,02 0,0735 | 0,54 | 0,2155 | 1,54 
I} 12,1065 | 0,1535 1,268 | 0,0625 | 0,51 | 0,216 | 1,78 
Ill} 13,502 0,2235 1,66 0,0265 | 0,2 0,250 | 1,83 

Bebriitetes Ei. 
I] 11,432 0,1185 1,04 0,1115 | 0,97 | 0,230 | 201 
Il] 18,043 0,139 1,066 | 0,1255] 0,96 | 0,2645 | 2.03 
III] 11,604 0,1265 1,09 0,1835 | 1,15 | 0,260 | 2,24 


Mittelwert aus 3 Werten (unbebriitetes Ei), 
| 13,1978 | 0,173 | 1,316 | 0,0542 | 0,417] 0,2272 | 1,717 


Mittelwert aus 3 Werten (bebriitetes Ei). 
| 12,026 | 0,128 | 1,065] 0,1235 | 1,027] 0,2515| 2,09 


Veriinderung wahrend der Bebriitung. 
}—1,1718 |—0,045 | — 0,251 |+0,0693 |+0,61 | +.0,0243 | + 0,35 


Abnahme des freien Cholesterins um . . 26 °%). 
Zunahme des Ester-Cholesterins um . . 128 °%). 
Zunahme des Gesamtcholesterins um . .  10,7°/,. 


des wachsenden Hiihnchens eine Vermehrung des Gesamt- 
cholesterins statt hat. Diese Vermehrung kann unter den ge- 
gebenen Bedingungen nur durch Synthese des Cholesterins 
geschehen. Wieweit der ausgewachsene Organismus die Fahig- 
keit, das Cholesterinmolekiil aufzubauen, noch besitzt, kann 
aus diesen Versuchen nicht geschlossen werden. Es _ diirfte 
aber wahrscheinlich sein, daB eine EHigenschaft, die nach 
unseren Versuchen im wachsenden Organismus vorhanden ist, 
auch dem ausgewachsenen Organismus nicht vollstandig ver- 
loren geht. 




































Weitere Studien iiber den stufenweisen Abbau 
EiweiSstoffen. 


Von 


Emil Abderhalden und Hideki Suzuki. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Februar 1923.) 


Zur Klirung der Struktur der Proteine stehen uns zurzeit 
mehrere Methoden zur Verfiigung. Sie sind bestimmten Frage- 
stellungen angepaBt. Es interessiert uns, zu erfahren, wieviel 
frie Aminogruppen eine bestimmte Eiweifart hat, ferner 
wieviel Carboxylgruppen vorhanden sind. Dariber hinaus 
interessiert es uns, festzustellen, welchen Aminosiiuren die 
erwihnten Gruppen angehéren. Ks kann der Versuch unter- 
nommen werden, diese Gruppen zu besetzen oder zu ver- 
indern und auf diese Weise jene Aminosiuren zu kennzeichnen, 
die innerhalb des KiweiBes bestimmte Gruppen zur Verfiigung 
haben. Kine andere Fragestellung befaBt sich mit dem 
Problem der Verkniipfung der einzelnen Aminosiuren im 
Kiweimolekiil. Bisher ist im wesentlichen nach Produkten 
beim stufenweisen Abbau bestimmter EiweiBkérper gefahndet 
worden, die Aminosiuren nach Art der Polypeptide siure- 
amidartig verkniipft enthalten. Es ist von dem einen von 
uns (A.) wiederholt betont worden, daB es nicht angingig ist, 
wie es leider so oft geschieht, beliebige, in ihrer Struktur in 
keiner Weise aufgeklirte Produkte, in denen mehrere Amino- 
siuren enthalten sind, als Polypeptide zu bezeichnen. Viel- 
fach sind die Ausdriicke Polypeptid und Pepton gleich gesetzt 


worden. In Wirklichkeit sagt die Bezeichnung Polypeptid 
19* 
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ganz genau aus, welche Struktur vorliegt. Es ist in dieser Hinsicht 
keine Analogie zwischen den Bezeichnungen Polypeptid und 
Polysaccharid vorhanden. Mit dem letzteren Ausdruck bezeichnet 
man Verbindungen, an deren Aufbau Kohlehydrate beteiligt sind 
und zwar in mehreren Molekiilen, dagegen sagt die genannte 
Bezeichnung iiber die Struktur des Produktes gar nichts aus, 

Man hat mehrfach der Ansicht Ausdruck gegeben, a\; 
wire das KiweiBmolekiil als ein hochmolekulares Polypeptid 
aufzufassen. Es liegen dafiir vorliufig noch keine Beweise 
vor. Ks ist wohl denkbar, daB aufer der sdiureamidartigen 
Verkniipfung der Aminosiiuren noch andere Arten der Zu- 
sammenfassung von Aminosiuren vorhanden sind. Man darf 
nie iibersehen, daB es bis jetzt bei keinem einzigen Hivweil- 
kérper gelungen ist, 100°/, der Spaltprodukte zu isolieren, 
Wir méchten auf die indirekten Methoden der Bestimmung 
der einzelnen Bausteine nicht in allen Fallen viel geben. Wir 
miissen uns vorliufig an die Isolierung und Reindarstellung 
der einzelnen Bausteine halten. Es ist nicht unméglich, dab 
im Eiwei8molekiil Produkte vorhanden sind, die Aminosiuren 
untereinander verkniipfen und die besonders leicht verinderbar 
sind. Es kommen ferner die Oxyaminosiuren in Frage, die mit 
ibrer Hydroxylgruppe die Méglichkeit einer esterartigen Ver- 
kniipfung geben. Es sei ferner auf die Méglichkeit verwiesen, dai 
im EiweiB Diketopiperazine enthalten sind. Eine offene Frage 
ist auch immer noch die, ob nicht im EiweiB Aminosiuren vor- 
kommen, die sehr leicht veriinderbar sind. Es sei an die 
Pyrrolidoncarbonsiure erinnert, die leicht in Glutaminsiure 
iibergeht, ferner an die 0)-Oxy-a-aminovaleriansiure, die 
leicht in Prolin verwandelt werden kann. 

Die weitere Erforschung der Struktur der Proteine wird 
zwei Wege gehen miissen. Auf der einen Seite wird, wie 
bisher, der Versuch unternommen werden, Produkte, die noci 
mehrere Aminosiuren enthalten, mit synthetisch dargestellten 
Polypeptiden zu identifizieren. Der eine von uns (A.) hat 
mehrfach darauf hingewiesen!), auf welche Art und Weise &s 





1) Vgl. z. B. Lehrbuch der physiol. Chemie Bd. I, S. 365 ff. (1923) 
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moglich ist, die Zahl der in Frage kommenden isomeren 
Polypeptide auf eine geringere Zahl zu reduzieren und zwar 
durch Feststellung, welchen Bausteinen des Polypeptids die 
freie Aminogruppe zugehért. Immerhin ist der erwihnte Weg 
auBerordentlich miithsam und in der jetzigen Zeit infolge des 
Geldmangels so gut wie undurchfiihrbar. Ein zweiter Weg 
ist der, daB aus EiweiB isolierte Produkte, die mehrere 
Bausteine gebunden enthalten, durch bestimmte Eingriffe in 
Verbindungen bekannter Struktur iibergefiihrt werden. Man 
wird diesen Weg wiahlen, wenn man auf Produkte stéBt, in 
denen Bausteine enthalten sind, deren Bindungsart nicht ohne 
weiteres klar liegt. 

Wir haben als Ausgangsmaterial zu unseren Studien 
Giinsefedern benutzt. 1kg davon lieBen wir bei Zimmer- 
temperatur 5 Tage nach Zusatz der 10 fachen Menge 70 °/, iger 
Schwefelsiiture stehen. Von Zeit zu Zeit wurde umgeschiittelt. 
Die Ginsefedern zerfielen mehr und mehr, und es ging 
schlieBlich bis auf geringe Reste alles in Lésung. Am 6. Tage 
wurde die Flissigkeit unter Eiskiihlung langsam mit dem 
2fachen Volumen Wasser versetzt und dann die Schwefelsiure 
quantitativ mit Baryt gefallt. Jetzt wurde filtriert. Das 
Filtrat gab weder mit Baryt noch mit Schwefelsiure eine 
Triibung. Es wurde bei 40° des Wasserbades unter ver- 
mindertem Druck zur Trockne eingedampft. 

Das Bariumsulfat dekantierten wir wiederholt mit Wasser, 
his die Fliissigkeit keine Reaktion mit Ninhydrin mehr gab. Das 
so gewonnene Waschwasser wurde auch unter vermindertem Druck 
zur ‘lrockne verdampft. Den gesamten Verdampfungsriickstand 
kochten wir mit Methylalkohol aus und zwar so oft, bis eine 
Probe des heiBen Methylalkohols beim Verdampfen keinen Riick- 
stand mehr hinterlieB. Die methylalkoholische Lésung wurde 
jeweilen heiB filtriert. Beim Abkihlen trat eine Triibung ein. 
Nach dem Erkalten der Lésung wurde filtriert. Beim Abdampfen 
des Methylalkohols verblieb ein schwach gelb gefarbtes Pulver. Es 
liste sich in Wasser auch beim Kochen nur wenig. In die orga- 
nischen Lésungsmittel (ausgenommen Methylalkohol) ging so gut 
wie gar nicths hinein. Das Produkt gab Ninhydrinreaktion und 
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ferner eine prachtvolle rote Biuretreaktion. Die Schwefelble. 
probe war positiv und ebenso die Millonsche Probe. Beige 
Reaktionen fielen allerdings sehr schwach aus. Die Glyoxyl. 
siureprobe war negativ. Das Produkt wurde aus heifen 
Methylalkohol umkrystallisiert. Die Millonsche Reaktioy 
fiel nunmehr negativ aus, und auch die Schwefelbleiprobe erga) 
ein negatives Resultat. | 
Die in Methylalkohol léslichen Produkte lieBen sich 
fraktionieren. Wie schon erwiihnt, fiel ein Teil der in Lésung 
gegangenen Produkte schon beim Abkiihlen aus. Ein weitere 
Teil lieB sich durch Einengen des Filtrates und Abkiihlen. 
lassen gewinnen und schlieBlich wurde eine letzte Fraktion 
durch vollkommenes Kindampfen des Methylalkohols gewonnen, 


Die einzelnen Produkte wurden wiederholt umkrystallisiert, | 


Es wurden zunichst hellgelb gefirbte und schlieBlich schnee. 
welBe Produkte mit deutlich mikrokrystallinischer Struktur 
erhalten. 

Der Plan der Untersuchung der einzelnen Bralthioney 
war der folgende: Es sollte zunichst das Verh Mier von" . 
samtstickstoff zu Aminostickstoff festgestellt werden. Ferner 
sollten die physikalischen Konstanten (Schmelzpunkt, bzv. 
Zersetzungspunkt, Drehungsvermégen, Léslichkeitsverhiltnis usw.’ 
festgestellt werden. Es sollte dann an Hand der gewonnenen 
Daten gepriift werden, ob die weitere Fraktionierung des ge- 
wonnenen Produktes zu Substanzen fiihrt, die andere Eigen- 
schaften zeigen. Ferner sollte durch die vollstiindige Hydrolyse 
moglichst quantitativ festgestellt werden, wieviel Aminosiiuren 
und wieviel von jeder einzelnen am Aufbau des gewonnenen 
Produktes beteiligt sind. Endlich sollte das Ergebnis der 
Elementaranalyse einen Hinweis darauf geben, ob das isolierte 
Produkt einer bestimmten Formel entspricht. SchlieBlich konnte 
dann versucht werden, von dem isolierten Produkt Derivate 
herzustellen und zwar war geplant, die vorhandene Amino- 
gruppe mit einem Komplex zu verbinden, der fest verankert 
bleibt, so daB bei einer Aufspaltung des Molekiils in seine 
Bausteine die betreffende Gruppe mit der Aminogruppe 1 


Verbindung bleibt. Auf diese Weise sollte festgestellt werden, 
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ide welcher Baustein eine freie Aminogruppe besitzt. Endlich 
planten wir mit Hilfe von Fermenten den stufenweisen Abbau 
der isolierten Produkte weiter zu fiihnen und die Hydrolyse 
| teils mittels chemischer, teils mittels optischer Methoden zu 
ral verfolgen. 

Es sind eine ganze Reihe von Fraktionen hergestellt 
worden und zwar arbeiteten wir zunichst mit 3 Hauptfraktionen. 
Erstens mit dem in heifem Methylalkohol sehr schwer lés- 


lichen Produkt, zweitens mit einem Produkt, das beim Ein- 
on engen der Methylalkohollésung ausfiel und drittens mit einem 
ion in Methylalkohol sehr leicht léslichen Produkt. Dieses letztere 
en. Produkt krystallisierten wir zum Teil aus einem Gemisch von 
ort, Athyl- und Methylalkohol um. Jede der 3 Hauptfraktionen 
ae. wurde wieder fraktioniert. 
= Zunichst sei hervorgehoben, daB samtliche der isolierten 
| Produkte die Bausteine Glykokoll und Prolin enthielten. 
ren Interessanterweise war das Mengenverhiltnis dieser Bausteine 
. bei allen isolierten Produkten ein ihnliches und zwar 1 Teil 
ner Glykokoll und 2—3 Teile Prolin. Die Bestimmung des Ver- 
- hiltnisses von Gesamtstickstoff zu Aminostickstoff machte 
Wr) infolge der auferordentlichen Schwerléslichkeit der Produkte 
ts in Wasser Schwierigkeiten. Wir méchten infolgedessen auf 
oe. J die erwihnten Werte kein besonderes Gewicht legen. Ks 
0) kommt noch hinzu, da8 der Baustein Prolin an und fir sich 
yse der Bestimmung Schwierigkeiten entgegenstellt. Es befanden 
ren sich unter den isolierten Produkten solche, in denen das Ver- 
ren hiltnis von Aminostickstoff zum Gesamtstickstoff sich wie 1:4, 
der 1:5 verhielt. Der héchste Wert war 1:14. 
re Alle Produkte hatten gemeinsam eine prachtvolle rote 
ute J Bivretreaktion und ein Ausbleiben aller sogenannten Baustein- 
ate farbreaktionen. Alle Produkte gaben beim Kochen mit frisch 
noe gefalltem Kupferoxyd keine Blaufairbung. Es lieB sich in 
ert keinem Falle die Bildung eines Kupfersalzes nachweisen. 
ine Simtliche der isolierten Substanzen zeigten in einer 5 °/, igen 
in Lisung — geldst in 1/10-n-Natronlauge — ein hohes Drehungs- 
el, vermégen und zwar waren die einzelnen Werte sich sehr ihnlich: 


— 118 bis 145°. Die Elementaranalyse gab fiir die meisten der 
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isolierten Produkte Werte, aus denen eine bestimmte Forme] 
sich wohl berechnen, jedoch mit den isolierten Bausteiney 
nicht in Kinklang bringen lieB. So ergab das in Wasser gan, 
unlésliche, in heiBem Methylalkohol lésliche, jedoch beim Aj. 
kiihlen ausfallende Produkt folgende Werte: C 56,48°), 
H 8,50°/,, N 13,63°/,. Dieses Produkt zersetzte sich zwischen 
238 und 242° Hine 5°/,ige Lésung zeigte eine spezifische 
Drehung (gelést in 1/10-n-Natronlauge) von — 138,8. 

Kin in Wasser schwer lésliches, in Methylalkohol sehr 
leicht lésliches Produkt zersetzte sich zwischen 200 und 206°. 
Dieses Produkt wurde in einer 1 °%/, igen Methylalkohollisung 
polarisiert. Das spezifische Drehungsvermiégen betrug — 118° 
Die Elementaranalyse ergab C 55,66 °/,, H 8,00°/,, N 13,63°). 
Kin weiteres in Methylalkohol schwer lésliches Produkt zer. 
setzte sich zwischen 205—210°. Gefunden wurde: 55,29°), 
Kohlenstoff, 8,43 °/, Wasserstoff und 14,40°/, Stickstoff. Aus 
der in heiSem Methylaikohol ausgefallenen Fraktion wurde 
ein leichter léslicher Teil abgesondert. Er zersetzte sich bei 
224°, Die Elementaranalyse ergab 55,20°/, C, 7,91°/, H, 
14,93°/, N.  Hervorgehoben sei noch, daB® alle Produkte 
aschefrei waren. 

Man erkennt aus den angegebenen Zahlen der Elementu- 
analyse, daB die einzelnen Fraktionen in recht engen Grenzen 
iihnliche Werte gaben. Es spricht vieles dafiir, daB Gemische 
vorlagen. Leider widerstanden simtliche Produkte dem Abbau 
durch Hefemacerationssaft. Es wurde nur solcher Saft ver- 
wendet, der sich gegeniiber einem Polypeptid, z. B. d,l-Leucyl- 
glycin, als sehr aktiv erwies. Auch mit Pankreassaft konnte 
keine Spaltung erzielt werden. Pepsinsalzsiiure verinderte die 
Substanzen, ohne jedoch zu Produkten zu fiihren, die hitten 
identifiziert werden kénnen. Wir dachten an die Méglichkeit, 
daB eventuell die von Sérensen synthetisch gewonnene 
6-Oxy-a-aminovaleriansiure als Baustein der gewonnenen 
Produkte vorhanden sein kénnte.!) Wir haben diese Amino- 
siure nach den Angaben von Sérensen dargestellt. Wir 





1 §. O. L. Sérensen, C. R. des tray. du Laborat. de Carlsberg, 
Kopenhagen Bd. 6, 8. 137 (1905). 
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konnten keine Anhaltspunkte dafiir finden, daB das von uns 
bei der vollstindigen Hydrolyse der gewonnenen Produkte 
durch Schwefelsiure gewonnene Prolin sekundir aus der er- 
wihnten Aminosiiure hervorgegangen ist. Eine Entscheidung 
der Frage, ob die erwihnte Oxyaminosiure als Baustein von 
Proteinen in Frage kommt, wire méglich, wenn man Proteine 
bzw. Abbaustufen von solchen, die bei der vollstindigen 
Hydrolyse viel Prolin liefern, mit Fermenten zerlegen kénnte. 
Bei der Spaltung mit Siure liuft man Gefahr, die d-Oxy- 
g-aminovaleriansiure in Prolin iiberzufiihren. 

Es ist vorliufig zwecklos, iiber die zahlreichen Versuche 
zu berichten, die unternommen worden sind, um die Zusam- 
mensetzung der isolierten Produkte aufzukliren. Es sei nur 
iiber eine bestimmte Fraktion Bericht erstattet, und zwar 
handelt es sich um ein in Wasser auBerordentlich schwer lés- 
liches und auch in Methylalkohol schwer lésliches Produkt. 
Ks wurde aus viel heiBem Methylalkohol wiederholt fraktioniert. 
Die von den schwer léslichen Substanzen noch am leichtesten 
lésliche krystallisierte aus heiBem Methylalkohol in deutlichen 
Mikrokrystallen aus. Der Zersetzungspunkt lag zwischen 240 
bis 245°. Dieses Produkt gab bei der Hydrolyse Glykokoll 
und Prolin. Es wurden beispielsweise 2 g des Produkts 
16 Stunden mit 25°/, iger Schwefelsiiure gekocht, dann wurde 
die Schwefelsiure quantitativ mit Baryt entfernt, der Barium- 
sulfatniederschlag abfiltriert und der Filterriickstand so lange 
mit Wasser ausgekocht, bis nichts mehr in Lésung ging. Die 
gesamten Filtrate wurden unter vermindertem Druck zur 
Trockne verdampft. Der Riickstand wurde wiederholt mit 
absolutem Athylalkohol abgedampft, um die letzten Spuren 
von Wasser zu entfernen. Nun wurde der Riickstand mit 
Athylalkohol ausgekocht. Es wurde heif filtriert. Der nicht 
in Lisung gegangene Teil erwies sich als optisch inaktiv. Er 
schmeckte siiB, zersetzte sich bei 240° und gab ein Kupfersalz 
und ein Pikrat. Beide Derivate zeigten alle Eigenschaften 
und die Zusammensetzung der entsprechenden Verbindungen mit 
Glykokoll. Die Menge des Glykokolls betrug 0,89 g. Aus 
der heiBen Alkohollésung fiel ein krystal'inisches Produkt aus. 
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Seine Eigenschaften und insbesondere sein Kupfersalz ergabey, 
daB racemisches Prolin vorlag. In der alkoholischen Lisung 
war das optisch-aktive Prolin enthalten. Leider gelang 
es trotz aller Sorgfalt nicht, das Prolin ganz unzersetzt zy 
erhalten. Beim Hindampfen im Vakuum trat Braunfirbung 
und sehr starker Geruch nach Pyrrolidin ein. Aus diesem 
Grunde war eine ganz genaue quantitative Bestimmung de 
Prolins sehr schwierig. Wir haben uns so beholfen, daB wir 
das racemische Prolin und den rohen Riickstand, der hein 
Verdampfen der alkoholischen Liésung verblieb, zur Wiigung 
brachten und die festgestellten Mengen addierten. Vom in 
Alkohol leicht léslichen Prolin stellten wir das Kupfersalz dar, 
Es zeigte alle Eigenschaften des Prolinkupfers und auch seine 
Zusammensetzung. Die Menge des isolierten Prolins betrug 
1,75 g. 

Das Ausgangsmaterial zeigte zu 5°/, in einer n/10-Natron- 
lauge gelést ein spezifisches Drehungsvermégen von — 147,5° 
Die Elementaranalyse hatte folgendes Ergebnis: 

0,1516 g Substanz gaben 0,3100 g CO, und 0,1005 ¢ H,0. 

0,1032 g Substanz. Vol. 13,9 cem N (17°, 758 mm). 

Gefunden: 65,71°/, C %,29°/, H 15,59°/, N. 


Das Ergebnis der totalen Hydrolyse der isolierten Sub- 
stanz spricht fiir eine Verbindung bestehend aus 1 Molekiil 
Glykokoll und 8 Molekilen Prolin. 2 g eines solchen 
Produkts wiirden 0,41 g Glykokoll und 1,88 g Prolin ergeben. 
Die Molekulargewichtsbestimmung ergab infolge der Schwer- 
léslichkeit des Produkts keine iibereinstimmenden Werte (36) 
bis 445). 

Einem Produkt, das 8 Molekiile Prolin und 1 Molekiil 
Glykokoll enthilt, entspricht unter der Annahme, daf die 
Bausteine unter Abspaltung von je 1 Molekiil Wasser zusam- 
mengefiigt sind, die folgende empirische Formel: C,,H,,N,0;: 

C.H,NO, 
8 Molekiile Prolin C,H,NO, > ~ 2° 

C.H,NO, € aa 
1 Molekiil Glykokoll { C,H,NO, . 


— | 


4X 
C17H,.N,O; 




















Studien tiber den stufenweisen Abbau von EiweiBstoffen. 
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Fir diesen Koérper berechnet sich: C 55,73°/,, H 7,10°/, 
und N 15,80°/,. Diese Werte stimmen mit den oben mitgeteilten, 
gefundenen gut iiberein. 

Es ist leider trotz aller Bemihungen nicht gegliickt, 
herauszubekommen, ob das Glykokoll eine freie Aminogruppe 
innerhalb der zusammengesetzten Verbindung tragt. Es wurde 
yersucht, ein Kuppelungsprodukt mit #-Naphthalinsulfochlorid 
herzustellen, allein die Verbindung krystallisierte nicht. Es 
yerblieb eine 6lige, langsam erstarrende Masse. Sie blieb 
halbfest. Wir haben sie durch Kochen mit 10°/, iger Schwefel- 
siure hydrolysiert. #-Naphthalinsulfoglycin war nicht isolier- 
bar. Es gelang jedoch auch nicht, Glykokoll in ausreichender 
Menge nachzuweisen. Es blieb tiberhaupt fraglich, ob bei der 
Reaktion mit #-Naphthalinsulfochlorid eine Kuppelung erfolgt 
war. Es bleibt auch die Méglichkeit, daB das gewonnene 
Produkt isomere Verbindungen enthielt, in denen Glykokoll an 
verschiedenen Stellen eingefiigt war. Einstweilen diirfte die 
folgende Formel am besten den erhaltenen Ergebnissen ent- 
sprechen: 

H,C——CH, 
H,C—CH, HG OH.COOH 
- | ia 
H,C CH-CO-NH-CH,-CO-N 
aa iil 


N 


bo 


//OH— CH, 
NHC 
CH,—CH, 


Cy7HygN,O5 


Leider ist es bis jetzt nicht méglich, ein Produkt der 
vorliegenden Konstitution synthetisch herzustellen. So lange 
diese Autgabe nicht geldst ist, wird es kaum méglich sein, ganz 
eindeutig zu entscheiden, ob es uns gegliickt ist, aus Keratin 
ein einheitliches Produkt herauszuschilen, das mehrere Bausteine 
gebunden enthalt. Der Umstand, daB Prolin mit Prolin ge- 
kuppelt im Eiwei8 vorzukommen scheint, ist nicht ohne Interesse. 
Bis jetzt war die Meinung vorherrschend, daB im allgemeinen 
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die einzelnen Bausteine sich abwechselnd folgen. Der isolierte 
Komplex scheint nach unseren Beobachtungen sich zu wieder. 
holen, d.h. es scheinen Produkte mit 2 Molekiilen Glykokolj 
und 6 Molekiilen Prolin vorzukommen. Ein allerdings bestimmt 
nicht einheitliches Produkt lieferte annahernd 2 Molekiile Gly. 
kokoll und 4 Molekiile Prolin. 

Wir haben bei der oben dargestellten Formel die siiure. 
amidartige Kuppelung angenommen. Es besteht die Méglich. 
keit, da& die einzelnen Prolinmolekiile in anderer Weise unter. 
einander verkniipft sind. 

Bemerken méchten wir noch, da8 wir die Hydrolyse vou 
Ginsefedern unter gleichen Bedingungen dreimal durchgefiihrt 
haben und immer wieder auf gleiche oder doch sehr ‘hnliche 
Produkte stieBen. Der eine von uns (A.) beabsichtigt, die ge. 
machten Beobachtungen weiter zu verfolgen und von anderen 
Keratinarten ausgehend zu priifen, ob gleiche oder ‘hnliche 
Komplexe allen eigen sind und vielleicht ihre besonderen Ligen- 
schaften, wie Unldslichkeit und Unverdaulichkeit bedingen. 
Die letztere Kigenschaft ist eine nur bedingte. Wir wissen, 
daB es Organismen gibt, die Keratin verdauen kénnen. Es 
wird von Interesse sein, den Versuch auszufiihren, die ge- 
wonnenen Produkte mittels von solchen Organismen gewonnenen 
Fermenten zu zerlegen. Vielleicht wird dieser Weg zu Pro- 
dukten fiihren, die einen klaren Kinblick in die Struktur der 
isolierten, aus Glykokoll und Prolin aufgebauten Produkte 
ergeben. 
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Die Purinbasen im Harn bei purinarmer Kost. 


| (in Beitrag zur Frage nach der Entstehung und Behandlung 


der Gicht.) 


Von 
H. Steudel und J. Ellinghaus. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin,) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Februar 1923.) 


In einer vorhergehenden Arbeit!) wurde mitgeteilt, daB 
bei purinarmer Kost der Harnsiuregehalt des Harns in naher 
Beziehung zu den Vorgingen im Darm steht: bei starker 
Girung im Darm ist die Harnsiureausscheidung auf den 
zehnten Teil der normalen und weniger herabgesetzt. Da es 
sich hier nur um die sogenannte endogene Harnsiure handeln 
konnte, so war damit nachgewiesen, daf ihre Vorstufen im 
Darm vorhanden gewesen sein muBten. Hier konnten nur die 
freien und gebundenen Nucleinbasen in Frage kommen, die 
mit den Verdauungssaften in das Darmlumen ausgeschieden 
waren, Sie waren in mehr oder minder groBem MaBe (je 
nach der Darmgirung) zerstért, der Rest resorbiert und dann 
in Harnsiure verwandelt. Eine oberflichliche Berechnung 
zeigte, daB in der Tat der Nucleoproteidgehalt der Verdauungs- 
siifte vollkommen ausreichen konnte, um die gefundene Harn- 
siure zu liefern. Die Vermutung ilterer Autoren, daB die 
endogene Harnsiiure mit dem Umsatz und der Tatigkeit der 
groben Kérperdriisen in Beziehung stiinde, ist hier zum ersten 
Male einer exakten und zahlenmiBigen Beweisfiihrung zuging- 
lich geworden. 


') H. Steudel, Diese Zs. Bd. 124, S. 267 (1922). 
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Wir haben nun die Ansicht, die man sich von dem Un. 
satz der Purinkérper gemacht hat, noch weiter zu kliren yer. 
sucht, indem wir eine Untersuchung der Purinbasen in dey 
Harn der Versuchspersonen vorgenommen haben. Quantitatiye 
Bestimmungen der Purinbasen des Harns sind eine Zeitlang 
sehr eifrig ausgefihrt worden, und man hat die gefundeney 
Werte fiir die Frage nach der Entstehung der Harnsiure x 
verwerten versucht. Aber so viel Zeit und Scharfsinn auch 
an die Bearbeitung dieser Frage verwandt ist, so unbefriedigend 
sind letzten Endes alle Resultate gewesen. Heute wissen wir, 
daB das seinen Hauptgrund darin hat, daB die gewoéhnlich an. 
gewandte Methode zur Bestimmung der Purinbasen so grofe 
Fehlerquellen hat, daB sie bis zu 30°/, zu hohe Werte liefern 
kann.') Hinzu kommt, daB die Bearbeiter dieser Fragen nie. 
mals in der Lage gewesen sind, qualitative Untersuchungen 
iiber die Art der zu bestimmenden Kérper anzustellen, so dab 
der merkwiirdige Fall eintrat, daB man scheinbar auBerst ge- 
nau iiber die Menge der Purinbasen im Harn unterrichtet war, 
in Wirklichkeit aber iiber das, was man quantitativ bestimmte, 
ganz im unklaren war. 


A 


Denn zu einer qualitativen Untersuchung des Harns aui 
Purinbasen hatte man betrachtliche Harnmengen nitig: es ist 
nur eine einzige Untersuchung bekannt, in der in einem Misch- 
harn (10000 Liter) die einzelnen Purinbasen qualitativ bestimmt 
sind.*) Fiir den Harn von Personen, die eine besondere Kost 
erhalten haben, liegen solche Untersuchungen nicht vor. Es 
wire auch ein aussichtsloses Unternehmen, solche Mengen 
Harn von einzelnen Versuchspersonen nach und nach sammel 
und verarbeiten zu wollen, Wir sind nun aber durch die 
Ausarbeitung der Mikroelementaranalysen durch Pregl] in der 
Lage, auch sehr geringe Mengen von Substanzen hinreichend 
genau zu analysieren, und es erschien die uns noch zur Ver- 
fiigung stehende Menge Harn (im ganzen 28,6 Liter von den 





1) H. Steudelu. Sung Chen Chou, Diese Zs. Bd. 116, S. 223 (1921). 
*) M. Kriiger u. G. Salomon, Diese Zs. Bd. 21, S. 169 (1895); 
Bd. 24, S. 364 (1897). 
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pbeiden Versuchspersonen) ausreichend fiir eine qualitative 


a Analyse auf Purinbasen. a | 
“a Der Harn war durch reichlichen Zusatz von Toluol kon- 
bins serviert worden und hatte im Laufe der Zeit einen schleimigen 
ang Bodensatz abgeschieden, von dem an der Saugpumpe iiber 
i Kieselgur abgesaugt wurde. 3 cle 
ie Dann wurden die elnzelnen Tagesportionen fiir sich ( jedes- 
od mal etwa 2 Liter) mit Kupfersulfat und Natriumbisulfit in der 
- Siedehitze ausgefallt. Die Kupferniederschlage wurden gut 
*% ausgewaschen, gesammelt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
ce 'Das Filtrat vom Schwetelkupfer lieferte bei geniigender Kon- 
in zentration und Ansduern mit Salzsiure eine Krystallisation 
a von Harnsiiure, von der nach einigem Stehen abfiltriert wurde. 
si Dann wurde ein aweites Mal mit Kupfersulfat und Natrium- 
si bisulfit gefillt, die Fallung mit Schwefelwasserstoff zersetzt 
8 und das Filtrat bei schwach salzsaurer Reaktion auf dem 
ge- Wasserbade zur ‘l'rockne gebracht und durch wiederholtes 
+ Abdampfen mit Alkohol die Salzsiiure entfernt. Es hinter- 
te. blieb eine amorphe, gelbliche Masse, die mit Wasser von 40° 
, aufgenommen wurde. Hierbei ging ein ‘Teil in Lésung, der 
der sogenannten Hypoxanthinfraktion entsprechen muBte, ein 
- anderer Teil (die sogenannte Xanthinfraktion) blieb ungelést 
i zuriick, Es gelang nun aber nicht, aus den beiden Fraktionen 
> irgendeine der Basen Guanin, Adenin, Xanthin oder Hypo- 
- xanthin darzustellen, dagegen fanden sich immer wieder reich- 
liche Abscheidungen anorganischer Massen (gréBtenteils Calcium- 
a phosphat) vor, Es wurden nunmehr die Reste noch einmal 
. mit ammoniakalischer Silbernitratliésung ausgefillt, die Fallung 
oy  sorgfiltig salpetersiurefrei gewaschen und mit Salzsiure zer- 
le  Setzt. Das Filtrat lieferte wieder beim Aufnehmen mit warmem 
: Wasser einen léslichen und einen unléslichen Teil. Die ,,Xan- 


thinfraktion* wog nunmehr noch 0,25 g getrocknet, die ,,Hypo- 
xanthinfraktion* 0,3 g. Die Xanthinprobe fiel in beiden Frak- 
tionen nur sehr schwach aus, eine Rotfirbung trat erst nach 
dem Zusatz von Natronlauge beim Erwiirmen spurenhaft auf, 
1). dagegen fiel die Weidelsche Reaktion in beiden Fraktionen 
sehr kriftig aus. 
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Ks wurde nunmehr die ,,Xanthinfraktion“ in starke 
Natronlauge gelést, und nach kurzer Zeit begann eine reich, 
liche Krystallisation prismatischer Nadeln. Sie wurden 4). 
gesaugt, mit Alkohol gewaschen und wogen lufttrocken 47,890 me, 
Es handelte sich um unverkennbares Heteroxanthinnatriuy, 
Die Krystalle zeigten die von Kossel angegebenen Winke| 
von 79 und 101°, sie waren doppeltbrechend (die Ausléschungs. 
richtungen bildeten mit den langeren Seiten des Vierecks Winkel 
von 14,5 und 75,5°), sie gaben keine Xanthin-, wohl abe 
Weidelsche Reaktion, und endlich stimmte sowohl der Natriun. 
wie der Stickstoffwert auf Heteroxanthinnatrium. 

6,480 mg sittigen 6,53 ccm n/70-Siiure = 20,20°/, N. 

5,685 ,, » a ee. we ., 

8,240 ,, geben 2,110 mg Na,SO, = 8,31°/, Na. 

1,155, 5 - 1807 , Nas0, = 6,19 _,, 

Verlangt fiir Heteroxanthinnatrium: 

C,H,NaN,O, + 5H,O: 20,14°/, N; 8,29°/, Na. 

Aus dem Filtrat vom Heteroxanthinnatrium krystallisierten 
beim Stehen iiber Chlorcalcium und Atznatron weitere Krystalle 
aus, die sich deutlich yom Heteroxanthinnatrium unterschieden, 
Sie wurden gleichfalls abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und 
wogen lufttrocken 128,100 mg. Sie wurden in Wasser gelist, 
die Lésung mit Essigsiure angesiuert und eingeengt. Dam 
krystallisierten doppeltbrechende Nidelchen, die getrocknet 
43,84 mg wogen. Sie erwiesen sich nach ihrem Stickstofigehalt 
als Paraxanthin: 5,940 mg sittigen 9,4 com n/70-Siure = 
31,65°/, N. 

Verlangt fir C,H,N,O,: 31,12°/, N. 

Das Filtrat vom Paraxanthinnatrium gab nur noch eine 
spurenhaften Niederschlag mit ammoniakalischer Silbernitrat- 
lésung und wurde spiter mit dem entsprechenden Filtrat der 
Hypoxanthinfraktion vereint. 

Die , Hypoxanthinfraktion“ gab auf Zusatz von Natron 
lauge zunichst einen reichlichen, amorphen Niederschlag, der 
aber weder die Xanthin-, noch die Weidelsche Probe gal 
und sich als anorganisch erwies. Das Filtrat hiervon lieferte 
noch 23,34 mg Heteroxanthinnatrium. 
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Aus dem Restfiltrat krystallisierte nichts mehr aus, es 
wurde mit dem Restfiltrat der Xanthinfraktion vereint und 
die Basen noch einmal mit ammoniakalischer Silbernitratlésung 
ausgefallt, der Niederschlag salpetersiurefrei gewaschen, mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt und die Lésung der freien Basen 
eingeengt. Hs fielen bei geniigender Konzentration weiBe 
Nidelchen aus, die an der Luft getrocknet 56,12 mg wogen. 
Sie gaben keine Xanthin- aber intensive Weidelsche Reaktion. 


| Thr Stickstoffgehalt betrug 33,10°/): 


5,810 mg sittigen 9,575 cem n/70-Siiure = 32,96°/, N. 

11005 Gy Oe: a eR, 

Die Zahlen stimmen leidlich auf ein Methylxanthin 
(33,74°/, N). Es wurde also versucht, ein krystallisierendes 
Barytsalz zu erhalten, das unter den gleichen Bedingungen 
aus etwa derselben Menge 3-Methylxanthin leicht erzeugt 
werden konnte. Aber es lieB sich kein entsprechendes, schwer 
lésliches Salz gewinnen, so daB wahrscheinlich 1-Methylxanthin 
in noch nicht véllig reinem Zustande vorlag. Von einer weiteren 
Reinigung wurde aber angesichts der winzigen Menge Abstand 
venommen. 

Als Resultat unserer Untersuchung finden wir, daB der 
Harn bei purinarmer Kost keine einzige der im K6rper vor- 
kommenden Nucleinbasen enthalt. Die aufgefundenen Substanzen: 

71,23 mg Heteroxanthinnatrium, 

43,48 ,, Paraxanthin, 

56.12 ,, 1-Methylxanthin 
entstammen simtlich der aufgenommenen Nahrung, denn die 
beiden Versuchspersonen hatten als einziges Anregungsmittel 
zur Bewiltigung ihrer AiuBerst einténigen Kost tiglich 15 g 
Bohnenkaffee bekommen. Sie hatten also im ganzen 600 g 
Kaffeebohnen verbraucht mit etwa 6—9 g Kaffein; nach der 
Menge des genossenen Kaffeins sollte man eigentlich etwas 
hodhere Ausbeuten an Methylpurinen erwarten, aber erstens 
haben wir nicht den ganzen Harn verarbeitet und zweitens 
haben wir gewiB groBe Verluste gehabt, als wir zuniachst den 
ganzen Gang der Analyse auf die Nucleinbasen auf den aus 
dem Harn erhaltenen Niederschlag verwandten. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXVII. 20 
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Im allgemeinen stimmen unsere Zahlen aber zu den yo, 
Kriger und Salomon gewonnenen, trotzdem wir eine s0 viel 
kleinere Harnmenge verarbeitet haben. Sie hatten in 10000 Lite 
Harn gefunden: 


Heteroxanthin. . . . 22,35 ¢ 
Paraxanthin... . . . 15,81 ¢g 
1-Methylxanthin . . . 31,29 ¢ 
ere 
Hypoxanthin. . . . 850g 
ee ee re 
Epiguanin .... . 8,40¢ 


Fiir 1 Liter Harn wiirde das an den drei ersten Basen 
0,006895 g ergeben, wahrend wir in 1 Liter Harn 0,00598 ¢ 
Basen gefunden haben. 

Die Fraktion der Purinbasen hat nach unserer 
Meinung gar keinen Zusammenhang mit der Harn. 
siure des Harns; alle Beziehungen, die man hier kon. 
struiert hat, sind durch unsere Untersuchung, be. 
sonders im Vergleich mit der von Kriger und Salomon, 
widerlegt. Die sogenannte Purinbasenfraktion des 
Harns ist nach der tiitblichen Nomenklatur vollig exogen, 
sie stammt aus den GenuBmitteln Kaffee, Tee und 
Kakao und hat mit dem Harnsaurestoffwechsel nicht 
das mindeste zu tun. 


Zur Frage nach der Entstehung und Behandlung der Gicht 
(H. Steudel). 


Aus den beiden Untersuchungen iiber die Harnsiure. und 
die Purinbasenausscheidung bei purinarmer Kost lassen sich 
nicht nur die in dem ersten Aufsatz und im vorstehenden 
entwickelten theoretischen Schliisse ziehen, die Ergebnisse 
liefern auch neue Gesichtspunkte fiir die Anschauungen iiber 
das Wesen der Gicht und ihre rationelle Therapie. 

Man hat bisher, angeregt durch die Erfolge, die der 
Chemie des Zellkerns und im besonderen der Chemie der 
Nucleinséuren und ihrer Spaltungsprodukte im Laufe der 
letzten Jahrzehnte beschieden gewesen sind, eifrig einen Zu- 
sammenhang zwischen Zellkernstoffwechsel und Harnsiiure- 
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von 
viel 
alter 


ausscheidung zu finden gesucht. Dazu kommen die vielen 
Untersuchungen iiber das Harnsiurebildungs- und Harnsiure- 
yerstorungsvermégen der verschiedenen Organe der einzelnen 
Tierarten. So interessant die Kinzelergebnisse gewesen sind, 
so wenig laBt sich aus ihnen ein allgemeineres Bild iiber die 
Ursache und das Wesen der Gicht gewinnen. 

Nach unserer Ansicht liegt der Schliissel zu der ganzen 
Frage wo anders. Nach dem Ausfall unserer Harnanalysen 
wird man nicht umhin kénnen, dem Darm und seiner Flora 
eine maBgebende Rolle bei der Entstehung der Gicht zuzuweisen. 




































we In den Darm kénnen die Nucleinbasen entweder durch eine 
8 g an ihnen reiche Nahrung gelangen oder dadurch, daB eine an 

und fir sich purinarme Kost zu reichlicher Sekretion von 
ei purinbasenreichen Verdauungssiften fihrt. Werden die Nuclein- 
sal basen nun nicht durch die Bakterienflora des Darmes zerstort, 
” so werden sie resorbiert und kénnen nun durch die Wirkung 
be- der harnsiurebildenden Fermente zu Harnsiure oxydiert werden. 
am Kine Erhéhung des Harnsaiuregehalts des Blutes und des Harns 
les kann die naichste Folge sein; dauert die vermehrte Resorption 
ne der Nucleinbasen aus dem Darm laingere Zeit an, so wird es 
qu | 


analog wie bei vermehrter Traubenzuckerdarreichung zur ali- 
mentéren Glucosurie, nun zu einer alimentéren Arthritis 
kommen, die sich bei fortgesetzter starker Beanspruchung der 
in Frage kommenden Organe zu einer dauernden Schiadigung, 
emer funktionellen Arthritis entwickeln kann, in gleicher 
Weise wie man aus einer alimentiiren Glucosurie, lingere Zeit 
fortgesetzt, unter Umstiinden einen echten Diabetes erzeugen 
kann. DaB man tatsichlich z. B. durch reichliche Harnsiure- 
zufuhr die Grenze fiir die Harnsdurezerstérung im Organismus 
iiberschreiten kann, zeigt ja deutlich das Verhalten des Hundes 
bei Zufuhr groBer Gaben von Harnsaure. Hier kann man 
leicht, trotzdem der Hundeorganismus doch ganz besonders 
auf die Harnsiurezerstérung eingestellt ist, eine betrichtliche 
Harnsiiureausscheidung im Harn erzwingen. 
Macht man sich die eben entwickelten Ansichten zu eigen, 
80 lassen sich viele, bisher unerklarliche Beobachtungen leicht 


verstehen. Es ist nun nicht weiter auffillig, daB von Per- 
20* 
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sonen, die die gleiche Kost genieBen, nur die eine oder ander 
von Gicht befallen wird — die Darmflora ist bei den ye. 
schiedenen Personen eben sehr verschieden auf Nucleinbagep. 
zerstérung eingestellt. Man versteht ferner, warum manchmal 
schon ganz kurze Zeit dauernde Diiitfehler zu einem Gicht. 
anfall AnlaB geben kénnen; hier hat eine intensive Resorption 
von Basen stattgefunden. 

Man kann jetzt ferner begreifen, warum Karlsbad so grofe 
Erfolge in der Gichtbehandlung aufzuweisen hat. Der Gebrauch 
seines Wassers zusammen mit einer die ganzen Vorginge im 
Darm umstimmenden Kost bewirken, daB iiberhaupt nur sel 
wenig Nucleinbasen zur Resorption gelangen. Die merkwiirdige 
Erscheinung, daB wihrend der Kriegsjahre die Gicht so gut 
wie verschwunden war, erklirt sich nicht nur dadurch, daf 
eine an Nucleinbasen arme Kost verzehrt werden mubte, 
sondern auch dadurch, daB das Kriegsbrot mit seiner starke 
Girung erzeugenden Wirkung im Darm die Nucleinbasen aut: 
gespalten hat. 

Aus alledem ergibt sich, daB eine rationelle Therapie der 
Gicht und der harnsauren Diathese mit einer sorgfaltigen Be- 
handlung der Vorginge im Darm zu beginnen hat. Nicht die 
Verordnung von immer neuen ,,harnsiurelisenden“ Mitteln 
muB die Aufgabe der Gichtbehandlung sein, sondern die Ver: 
hiitung der Resorption groBer Mengen von Nucleinbasen. 

Mit diesen Ausfiihrungen soll natiirlich nicht das ganze 
Wesen der Gicht restlos geklairt sein, es bleiben noch viele 
Fragen ungelést, wie z. B. die Rolle, die die Pyrimidinkorper 
bei der Harnsiurebildung spielen; vielleicht versuchen aber 
doch die Kliniker einma! nach diesen Gesichtspunkten die 
Gichtkranken zu behandeln, uns selbst fehlt leider Zeit und 
Gelegenheit, unsere experimentellen Ergebnisse nun am Kranken- 
bett zu priifen und zu verwerten. Natiirlich miissen solche 
Gichtfalle herausgesucht werden, die noch ziemlich frisch sind; 
alte Gichtiker, die schon groBe Harnsiureablagerungen in den 
Gelenken haben, wird man nach anderen Gesichtspunkten be- 
handeln miissen, wobei aber auch die Verhiitung der Neubil: 
dung von Harnsiure eine groBe Rolle spielt. 


























Uber Hamatoidin. 


Von 


Hans Fischer und Fritz Reindel. 
Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Dezember 1922.) 


Es ist schon lange bekannt, daB in alten Blutextravasaten 
Krystalle beobachtet werden, die mit Virchow’) als Himatoidin 
bezeichnet werden, und schon von Virchow ist die Frage 
aufgeworfen worden, ob Himatvidin mit Bilirubin identisch sei 
oder nicht. 1855 hat dann Robin?) Himatoidin aus einer 
Lebercyste isoliert, analysiert und krystallographisch bestimmt. 
Die Winkel der Prismen sind 108° und 62° Bei seiner 
Analyse fand er im Mittel C = 65,84°/,, H = 6,4°/,, N= 10,5°/, 
und 0,002°/, Asche die neben Spuren von Alkalisalz eine 
nicht unbedeutende Menge von Hisen enthielt. Es muB hervor- 
gehoben werden, daB nach diesen Analysenzahlen viel eher ein 
Blutfarbstoffderivat in Betracht kommt, als ein Gallenfarbstoft- 
derivat und Hueck, der Leipziger Pathologe, auBert sich in 
seiner 1912 in Miinchen erschienenen Habilitationsschrift*) 
mit Recht auBerst zuriickhaltend: ,,Fast noch vorsichtiger und 
leider auch im wesentlichen negativistischer méchte ich mich 
tiber das Himatoidin ‘iuBern. Es ist bekannt, da8 schon 
Virchow wegen der von ihm beobachteten Zersetzung mit 
konzentrierter Salpetersiure oder Schwefelsiiure unter Auftreten 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 78, S. 353 (1851). 
2) ©. R. Bd. 41, S. 506 (1855). 
*) Pigmentstudien, Miinchen 1912, S. 34. 
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charakteristischer Farben auf eine Verwandtschaft mit dey 
Gallenfarbstoffe hinweist. Diese Annahme hat wohl allgemeiy 
Zustimmung erfahren — aber weiter sind wir heute auch noch 
nicht. Trotazdem scheinen mir folgende Hinweise nétig: Voy 
einer Reindarstellung des Himatoidins Virchows in chemischen 
Sinne kann gar keine Rede sein“. In der alteren Literatur jst 
vielfach, so besonders von Holm?) das im Gewebe vorkommende 
Carotin verwechselt worden mit Himatoidin und diese Angahp 
ist auch in das Handbuch von Beilstein’) iibergegangen: 

, Wahrscheinlich ist das Hamatoidin verwandt mit den 

Farbstoff des Eigelbs“, 

eine Angabe die von Stadelmann’) richtig gestellt wurde, 
Ein exakter Beweis fiir die Natur des Himatoidins steht daher 
noch véllig aus und auch Thannhauser kommt in seinem 
kirzlich erschienenen Referat in der klin. Wochenschr. Bd. |, 
S. 858 (1922) zu dem Ergebnis: ,DaB eine extra-hepatische 
Bilirubinbildung bis heute noch nicht einwandfrei nach. 
gewlesen sei.“ 


Schon in Innsbruck im Jahre 1918 hatte ich die Bearbeitung des 
Himatoidins mit Material von Herrn Hofrat Pommer begonnen. Infolge 
meiner Ubersiedelung nach Wien blieb die Untersuchung dann liegen 
und wurde erst im Frihjahr 1922 wieder aufgenommen, als Geheimrat 
Aschoff in Freiburg mich aufforderte, das Hiimosiderin zu bearbeiten: 
dadureh wurde ich wieder an das Himatoidin erinnert und wir nahmen 
die Untersuchung neu auf. Eine Leber mit viel Himosiderin hat uns 
Herr Geheimrat Aschoff zur Verfiigung gestellt. Diese habe ich mit 
Herrn Joachim Miller untersucht, und wir haben vom Hamosiderin den 
gleichen Eindruck gewonnen wie Hueck in seiner Habilitationsschrift 
dieses Pigment schildert. Mit verdiinnten Siiuren l4Bt sich der Leber 
leicht das Eisen entziehen. Uberraschenderweise ergab die Titration 
mit Permanganat vor und nach der Reduktion nahezu denselben Wert. 
Das Eisen ist also praktisch quantitativ in der Oxydulstufe vorhanden, 
wihrend die bisherigen Autoren alle das Eisen dreiwertig fanden. Unser 
Material hat allerdings lange Zeit in Alkohol gelegen und wir kénnen 
natiirlich nicht sagen, ob es sich hier nicht um postmortale Ver 
ainderungen handelt. 





') Holm, Zs. f. Chem. 1867, S. 414. 
*) Beilstein, III. Aufl, Bd. IV, S. 1621 (1899). 
*) E. Stadelmann, Der Ikterus 1891. 
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dem Chemisch liegen beim Himatoidin die Verhiltnisse ganz 
mein hesonders schwierig deshalb, weil Himatoidin wohl ziemlich 
noch hiufig in alten Blutungsherden auftritt, jedoch immer in so 
Von geringer Menge, daB an eine Isolierung und Identifizierung 
chem durch Schmelzpunkt und Analyse kaum gedacht werden konnte. 
ist Es lag deshalb nahe, die krystallographische Untersuchung 
ende mit zur Identifikation heranzuziehen und v. Groth!) fand, daB 


gabe Himatoidin und Bilirubin (Bilirubin H. Fischers aus Chloro- 
. form krystallisiert aus Rindergallensteinen erhalten) wohl in 














den der Krystallform verschieden seien, jedoch eine Ahnlichkeit in 
der Lage der Ausléschungsschiefe hitten. Aschoff und 

urde, H. Fischer waren in Freiburg tiberein gekommen das Hima- 

aher toidin krystallographisch untersuchen zu lassen und Holst 

nem fand bei der vergleichenden Untersuchung von Aschoffschen 

d. | Priparaten von Organbilirubin und Himatoidin folgende Werte 

sche ' und Steinmetz Miinchen bestatigte diese Befunde. Wir geben 

ach- diese Werte im Einverstandnis mit den genannten Autoren an: 

yln Fragen der Identitat oder Nichtidentitaét von Hima- 

- des toidin und Bilirubin wurden dem Unterzeichneten einige 

‘olge Organpriparate mit der Bezeichnung Bilirubin und Haimatoidin 

ge zur krystallographischen Untersuchung iibergeben, sowie ein 

ae Praparat von reinem, aus Chloroform kry- 

ei stallisiertem Bilirubin. Die mikroskopischen ‘ 

uns fee Organpriparate waren schon von Herrn \ 

nit 7 H. Holst in Freiburg untersucht worden, f : 

den mit dessen Bestimmungen sich vollige Identi- \ 

= tit ergab. : 

- Hamatoidin. ! 

rt. 

den, Rhombisch begrenzte Tafelchen von Fig. 1, 

user etwa 0,01—0,005 mm Kantenlinge. Durch 

a Messung unter dem Mikroskop wurde der ebene Winkel der 


Rhomben festgestellt zu: 


63,2° 64° 65,4° 60° von Holst, 
62—64° von Steinmetz. 


rey ees 


') Chemische Krystallographie 5, Bd. Anm., §. 516 (1919). 
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Die blattchen sind an dem einen Paar gegeniiberliegende, 
Kanten von schmalen Prismenflichen begrenzt, das andere 
Kantenpaar scheint durch rechtwinklige Flaichen gebildet z, 
sein. Die Ausléschungsschiefe der rascheren Welle betrigt 
gegen die mit den schmalen Prismen versehene Kante 


10° 11° 12° nach Holst 
11° 13° 10° nach Steinmetz 





also etwa 12° im Mittel. 


Die Ausléschung erfolgt tibrigens nicht immer scharf, sondern 
an manchen Krystilichen undulatorisch. 


Bilirubin. Organpraparate. 
Rhombisch begrenzte Tafelchen von etwa 0,002 mm Kanter. 
lange; der ebene Winkel wurde bestimmt von 
Holst zu. . 65,5° 69° 63° 64° 


Steinmetz zu 60—64° e 

Kine verschiedenartige Randbegrenzung der Blittchen war hier I 
nicht mehr wahrzunehmen. Die Ausléschungsschiefe der I 
schnelleren Welle wurde hier bestimmt zu . 
11° 7,39 8° von Holst , 

10° 8611.59 12 13° von Steinmetz. 





aa ~o, 


























Fig. 2. Fig. 3. Vig. 4. 


Krystallisiertes Priparat (aus Rindergallensteinen). 


Das aus Chloroform krystallisierte Priparat zeigt Blattchen 
von 0,1—0,05 mm Kantenlange von angenidhert rechtwinkligem 
UmriB und zwar wurde der ebene Winkel bestimmt zu 80—83°. 

Die Ausléschungsschiefe der rascheren Welle betrug wieder 
12°, 10°, 11° gegen die manchmal mit schmalen Prismen- 
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fachen versehene Kante. Dann wurde das Priparat aus siedendem 
Dimethylanilin umkrystalisiert. Es bildeten sich dabei breit- 
wetzsteinformige Krystiillchen von diagonaler Ausliéschung. 
Kinige davon lagen auf der Kante, also in einer den angenihert 
rechtwinklig begrenzten Blattchen analogen Stellung und zeigten 
dann wieder eine etwa 12° gegen die sehr kurze vertikale 
Kante betragende Ausléschung. Die Farbe ist bei allen 
Priparaten gelbbraun, Bichroismus nicht wabrnehmbar. 
Zusammenfassend kann gesagt werden: die in den Organ- 
priparaten zu beobachtenden Krystillchen zeigen eine bei der 
geringen GroBe und nicht gerade vollkommenen Ausbildung 


‘der Krystiillchen innerhalb der Fehlergrenzen liegende Uber- 


einstimmung, so daB ihre Identitit ziemlich wahrscheinlich ist; 
jedenfalls liegt im krystallographischen Befund nichts vor, was 
eine Verschiedenheit der beiden Substanzen bedeuten wiirde. 
Dem widerspricht auch nicht die etwas andere Ausbildung der 
Krystalle des kiinstlich krystallisierten Priparats, ist es doch 
eine bekannte EKigenschaft fast aller Substanzen mit dem 
Lisungsmittel den Habitus zu indern. Fiir die Identitit 
spricht die Ahnlichkeit der Lage der Ausléschungsschiefe, die 
auch schon von P. v. Groth im 5. Bd. der Chem. Kryst. Anm. 
8.516 hervorgehoben wurde.“ 

Im allgemeinen sind iibereinstimmende krystallographische 
Befunde bei sonstiger Ahnlichkeit eine starke Stiitze fir die 
Identitét. In diesem Falle ist jedoch die krystallographische 
Untersuchung nicht ausschlaggebend. Steinmetz hat nimlich 
gefunden, daB Mesobilirubin, ein von H. Fischer’) dargestelltes 
Hydrierungsprodukt des Bilirubins, das in seinen Reaktionen 
dem Bilirubin zum verwechseln ahnlich ist, krystallographisch 
iibereinstimmt mit Himatoidin (siehe spiiter). 

Ubereinstimmende krystallographische Befunde sind nun 
uicht immer mit absoluter Sicherheit fiir die Identitat von 
Kérpern heranzuziehen, wie auch aus dieser Arbeit wieder 
hervorgeht. Zur sicheren Identitiit ist die Reindarstellung und 
wenn nur irgend méglich die Elementaranalyse zu verlangen. 


') H. Fischer, Chem, Ber. Bd. 47, S. 2830 (1914). 
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In reinem Zustand ist das Himatoidin bis jetzt noch nicht 
isoliert. 

Von Herrn Geheimrat Aschoff, dem wir auch an diese; 
Stelle herzlichst danken, erhielten wir eine Gehirnblutung, jy 
der reichliche Mengen prachtvoll ausgebildeter Himatoidip. 
krystalle lagen und der Blutungsherd wurde wie folgt verarbeitet: 

Die gelbgefarbten Partien wurden herausgeschabt und mit 
alkoholischem Ammoniak behandelt, in Lésung ging der grifte 
Teil der Hamatoidinkrystalle mit der Farbe des Gallenfarb. 
stoffes, wobei regelmiBig Nachdunkelung festgestellt wurde, 
Im extrahierten Gewebe war Eisen in relativ betrichtlicher 
Menge nachweisbar. Der ammoniakalische Auszug wird ap- 
gesiuert und gekuppelt in alkoholisch-salzsaurer Lésung mit 
Benzoldiazoniumchlorid [fiir diese Versuche und alle in dieser 
Arbeit beschriebenen wurde nur eine Auflisung von festem, 


krystallisiertem Benzoldiazoniumchlorid verwendet; der ent. 


stehende Farbstoff ist gegen den EinfluB eines Uberschusses 
von salpetriger Siure auBerordentlich empfindlich, wie auch 
bei dem Bilirubin Azofarbstoff festgestellt wurde. Auf diese 
Tatsache ist, soweit wir sehen kénnen, in der klinischen Literatur, 
wo bis jetzt mit ,, Ehrlichschem Reagenz I und II?) gearbeitet 
wird (durch Verwendung von fester Diazobenzolsulfosiure, die 
sich ja lange halt, wiirden vielleicht manche Widerspriiche 
verschwinden); nicht immer geniigend Riicksicht genommen, 
wobei je nach der Konzentration eine deutlich violettblaue bis 
dunkelblaue Farbung auftritt; diese geht in Chloroform hinein 
und schligt mit Alkali nach gelb um. 

Kine zweite Probe wurde mit Zinkacetat in alkoholischer 
Lésung (Schlesingers Reagens) versetzt. Sie ergab die typische 
Urobilinfarbe mit dem fiir dieses charakteristische Spektrum 
in Blau. 

Eine dritte Probe wurde mit Kupferacetat-Hisessig aut- 
gekocht, mit Chloroform versetzt, durch Zugabe von Wasser 
entmischt und im Chloroform spektroskopisch im Rot ei 


1) Vgl.: Deutsches Archiv fiir klin. Med. 137, S. 184; Hijmans 
van den Bergh, Der Gallenfarbstoff im Blut, Leipzig 1918, S. 22. 





rad a a a le oy —— 








Uber Hamatoidin. 305 


schwacher, aber deutlicher Streifen festgestellt. Die Gmmninsche 
Reaktion wurde im Vergleich mit Bilirubin mikroskopisch 
gleichartig mit letzterer beobachtet; ebenso bei den spiter 
untersuchten Haimatoidinpraparaten. 

Die hier festgestellten Reaktionen lieBen keinen Zweifel, 
daB es sich um einen Gallenfarbstoffabkémmling handelt, aber 
die vorhandene Menge war zu gering um an eine Elementar- 
analyse zu denken. Aus seiner Innsbrucker Tatigkeit war dem 
einen von uns bekannt, daB die Sammlung des pathalogisch- 
anatomischen Instituts im Besitz von Leberechinococcen mit 
viel Himatoidin sei. Herr Hofrat Pommer, dem wir auch an 
dieser Stelle herzlich danken, stellte uns zwei Fille zur Ver- 
figung. Uber den ersten Fall teilte uns Herr Hofrat Pommer 
folgendes mit: ,Der den linken Leberlappen eines 73 Jahre 
alten Mannes einnehmende Echinococcus hydatidosus zeigt 
sich vollgestopft mit groBen zumeist zusammengesunkenen 
Tochterblasen ohne Farbung. Auch der Fliissigkeitsinhalt und 
die abgrenzende Muttertierblase ist blaB weiB bis auf eine 
beschriinkte Stelle in der Hilusgegend der Leber, wo die Tochter- 
blasen durch einen O6rtlich beschrinkten Blutaustritt an die 
Mutterkapsel angekittet und selbst davon eingenommen sind 
bzw. waren, Sie sind da mit zum Teil noch dunkelroten, zum 
Teil aber bereits ins zinnoberrote verinderten Blutmassen 
beklebt und auch mit solchen zum Teil gefillt, was annehmen 
laBt, da& die betreffenden Blasen bei dem Hindringen des 
Blutaustrittes Kinrisse erfuhren.“ 

Die Verarbeitung war die folgende: 

Mit der Pinzette wurden die hamatoidinhaltigen Gewebe- 
teile entfernt und es stellte sich nun heraus, daB direkt weder 
mit Ammoniak noch mit Chloroform wesentliche Mengen von 
Farbstoff extrahiert werden konnten. Wir behandelten deshalb 
das Gewebe zuerst mit 3°/,iger Salzsiure, dann mit Pepsin- 
salzsiure, wodurch eine Lockerung der Krystalle im Gewebe 
bewirkt wird und gleichzeitig eine Menge (relativ) Eisen heraus- 
gelést wird. Es wurde dann abgesaugt und aus dem Ge- 
menge von Gewebe und Krystallen letztere mit wafrigem 
Ammoniak herausgelést. Die stark gelbbraun gefarbte am- 
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moniakalische Lésung wurde mit verdiinnter Salzsiure unte, 
Kihlung angesiuert und mit Chloroform extrahiert.  [)j, 
Chloroformlésung hinterli8t beim EKindunsten Krystalle, die jy 
Schmieren eingebettet sind. Die Schmieren (offenbar Fet 
und lipoidartige Substanz) lassen sich mit Ather glatt ent. 
fernen, wahrend die Krystalle unléslich zuriickbleiben. Die 
Krystalle lassen sich aus Chloroform umkrystallisieren abe; 
nicht aus Pyridin. 

In erster Linie untersuchten wir natiirlich die Fghig. 
keit der Krystalle zur Kuppelung mit Benzoldiazoniumchlorid, 
Fir Bilirubin ist schon durch die Untersuchung von Ehr. 
lich’) und dessen Schiiler Préscher*) bekannt geworden, 
daB das Bilirubin mit Diazoniumverbindungen zu einer intensiy 
gefarbten Verbindung kuppelt und diese Kuppelungsreaktion 
des Bilirubins spielt ja auch neuerdings wieder in der klini. 
schen Untersuchung durch die Arbeiten Hijmann van den 
Berghs*) und der zahllosen Nachuntersucher eine bedeutende 
Rolle. Thannhauser‘) fand, daB Hamatoidin nicht kuppelt 
und hiernach kénnte es natiirlich nicht in die Gallenfarbstofi- 
reihe hineingehéren. Unser Himatoidin kuppelt bei Gegenwart 
von Alkohol glatt mit Benzoldiazoniumchlorid zu einem Farb- 
stoff, der dem des Bilirubins ahnlich ist, jedoch zeigen sich 
beim Behandeln der Chloroformlésung mit Alkali ein charakte- 
ristischer Unterschied. Schiittelt man den Benzol-azo-Bilirubin- 
farbstoff in Chloroform mit Alkali, so firbt sich das Alkali 
intensiv blauviolett und im Chloroform bleibt kein Riickstand. 
Fiihrt man dieselbe Reaktion mit dem frisch dargestellten 
Himatoidinazofarbstoff aus, so erfolgt ein Umschlag nach 
Gelb und das Chloroform behilt eine schwachgelbliche Farbung. 
Der gelbe alkalische Extrakt schligt mit Siure nicht mehr 
nach Blau um; er ist auch nicht mehr kuppelungsfihig. Letztere 
beiden Beobachtungen miissen jedoch mit einer gewissen 


1) Zs. f. analyt. Chem. Bd. 23, 8. 275 (18883). 

2) Diese Zs. Bd. 29, S. 411 (1900). 

3) Der Gallenfarbstoff im Blute. Leipzig, Johann Barth, 1918. 
4) Thannhauser, Klin. Wochenschr. Bd, I, S. 858 (1922). 
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Reserve wiedergegeben werden, da es sich bei diesen Ver- 
suchen naturgemi8 nur um minimalste Mengen handeln kann. 
Der Umschlag nach Gelb ist charakteristisch, aber merk- 




























? 
tr wirdigerweise nur die ersten 23 Tage. Nach 2—3 Tagen 
ent zeigt der Farbstoff mit dem Bilirubinazofarbstoff absolute 


Die Ubereinstimmung. 
Die abweichende Beobachtung Thannhausers erklirt sich 





n wohl zweifellos dadurch, da8 er bei der Kuppelung nicht lange 
hi genug gewartet hat. In sehr verdiinnten Lésungen von Hima- 
od toidin stellt sich die Kuppelung unter Umstiinden erst nach 
on 12 Stunden ein und auch bei relativ konzentrierteren Lésungen 
4 erst nach etwa ?/, Stunde. 

tg Die krystallographische Untersuchung, die wir wiederum 
+" Herrn Dr. Steinmetz verdanken, ergaben nun eine Ver- 
re schiedenheit vom Organbilirubin und Organhimatoidin. Die 
i Krystallwinkel waren andere als sie im urspriinglichen Organ- 
: " priparat vorlagen und zwar ergab sich merkwiirdigerweise eine 
elt Ubereinstimmung mit Mesobilirubin innerhalb der Fehler- 
if. srenzen wie aus den folgenden Beobachtungen von Steinmetz 
i hervorgeht: 
- Mesobilirubin aus Chloroform. 

te- Enthalt reingelbe linglich-rhombisch umrissene Blattchen 
inw f mit einem Winkel von 49—52°% Die Ecken sind oft ab- 
ali (fF gerundet, so daB wetzsteinartige Formen entstehen. Die 
rd. Schwingungsrichtung der rascheren Welle schlieBt mit der 
en emen Begrenzungskante einen Winkel von etwa 7° ein. 
ch 
1g. 
hr 
re 


Fig. 5. 


Neben diesen gréBeren Krystallen findet sich eine groBe 
Anzahl sehr kleiner radialstrahliger Sphirolithen von einer 
von paralleler Ausléschung nicht nachweisbar abweichenden 
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Ausléschung. Und zwar zeigen diese Sphirolithen mit de 
Gipsblattchen Rot I folgende Farbverteilung: 











gelb blau 
a 
blau gelb~ 


Hamatoidin aus Chloroform: 


Kin vollkommen einheitliches Praparat von parallel aus. 
léschenden kleinen Nidelchen; Farben im Rot I: 


AA f 


also die gleiche Farbenerscheinung und damit optischen 
Charakter wie die parallel ausléschenden Sphirolithenprismen 
des vorigen Priparates. 

Die Krystalle dieses Priiparates sind anscheinend identisch 
mit einem Priiparat von Mesobilirubin, das am 8. IX. zr 
Untersuchung vorgelegen hat. 

Nach dem Umkrystallisieren aus Chloroform Hauptmasse 
unverindert, daneben aber eine betrichtliche Anzahl schief 
ausléschender Wetzsteine, wie sie im Praparat Mesobilirubin 
»00°-Typ* beobachtet worden sind. Also Umwandlung einer 














Modifikation in die andere. W 

In diesem. Stadium der Arbeit hielten wir es fiir nicht fe 
ausgeschlossen, dafB Himatoidin mit Mesobilirubin identisch U 
sei (vgl. Hans Fischer und Fritz Reindel, Minchner Medi- FF ¢! 


zinische Wochenschrift 1922, Nr. 41, 8.1451 und 52). Die FF 
Kuppelungsreaktion kann zur Entscheidung zwischen Bilirubn 
und Mesobilirubin nicht herangezogen werden, da beide durchaus 
in gleicher Weise kuppeln. Auch die Kupferreaktion gaben 
beide gleichmaBig und auch beim Himatoidin ist diese Reaktion 
deutlich positiv: 

Wir kochen mit EKisessig-Kupferacetat auf, kihlen ab, 
versetzen mit Chloroform und entmischen mit Wasser. Das 
Chloroform zeigt bei der spektroskopischen Untersuchung einen 
charakteristischen Streifen im Rot, ein weiterer Beweis dafiir, 
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daB im Hamatoidin ein Gallenfarbstoffderivat vorliegt. Aus 
diesen Reaktionen kann keine Entscheidung gefallt werden 
zwischen Bilirubin und Mesobilirubin, jedoch miiBte nach den 
krystallographischen Befunden sich die Wagschale zugunsten 
des Mesobilirubins senken. Nun haben wir die Krystallisations- 
yersuche mit Bilirubin weiter fortgesetzt und hierbei Krystall- 
formen erhalten, die auBerordentlich abnlich denen des Meso- 
bilirubins sind und Steinmetz hat in der Tat festgestellt, daf 
Bilirubin und Mesobilirubin in denselben Krystallformen auf- 
treten kinnen. Wir bringen hier wiederum die Beobachtungs- 
resultate von Steinmetz. 


Bilirubin aus Pyridin und nachher aus Chloroform 
umkrystallisiert. 


,Vie wenig gut ausgebildeten Krystalle sind identisch mit 
dem Bilirubin bzw. Hamatoidin aus Organpriparaten. Es 
finden sich darin kleine rhombenférmige Blattchen mit einem 
Prismenwinkel zwischen 58 und 638°, im Mittel 62° und einer 
Ausliéschungsschiefe der rascheren Welle mit der benachbarten 
Kante von 10—11°, Werte, die mit den friiher beobachteten 


an Organpraparaten geniigend iibereinstimmen, um die Identitit 
/annehmen zu kénnen. 


Daneben finden sich Krystillchen von nahezu_recht- 
winkeliger Begrenzung, wie solche friiher schon von Groth 
festgestellt worden waren, sowie solche von wetzsteinartigem 
Umri8 mit einer der Diagonalen parallelen Auslischung, die 
gleichfalls schon friither an kiinstlich umkrystallisierten Prapa- 
raten gefunden worden waren.“ 

Wir sehen also, daB auch die krystallographische Unter- 
suchung aus dieser Schwierigkeit, ob Bilirubin oder Meso- 


bilirubin vorliegt, nicht heraushilft, und es blieb nichts 


anderes iibrig, als das Himatoidin in gréBerer Menge rein 


darzustellen. Auch hier erwies sich wieder Herr Hofrat 


Pommer als Retter in der Not. Er iiberlie8 uns noch den 
GroBteil eines seiner schénsten Sammlungspriiparate mit nach- 
folgender Mitteilung: 

»Bei diesem, zweiten Praparat handelt es sich um eine 
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durch ausgedehnie Blutungen verinderte Zerfallshdhle eine 
Kchinococcus-multilocularis des rechten Leberlappens  eiye 
63 Jahre alten Mannes, die die GréBe einer CocosnuB hatte 
Thr inneres war vollstandig von rotbriunlichen und gelbey, 
schwammig - zottigen Zerfallsmassen eingenommen, die sich 
eteichwie die erwihnten Tochterblasen des ersten Falles }e; 
mikroskopischer Untersuchung von reichlichsten Himatoidip. 
krystallen durchsetzt erwiesen. Der erste Fall wurde ay 
14. XII. 1916, der zweite am 17. X. 1917 vom Institutsassistentey, 
jetzigen Privatdozenten Dr. F. J. Lang, obduziert.“ 

Von dieser Zerfallshéhle stand uns im ganzen etwa de 
4. Teil zur Verfiigung. Dieses Material wurde zunichst langere 
Zeit mit Wasser aufgeweicht und nach zehntigiger Aufbewab. 
rung konnte man mit einem scharfen Spatel die farbstoffhaltiger 
Anteile zum weitaus gréBten Teil aus der Zerfallshdhle ent. 
fernen. Nun wurde es mit 3°/,iger Salzsiure zwei Monate lang 
kalt stehen gelassen und es: stellte sich heraus, daB darnach 
das Gewebe in der gleichen Weise gelockert war, wie nach der 
friiher erwihnten Behandlung mit Pepsinsalzsiure. Die Krystalle 
lagen locker im Gewebe. Die Salzsiiure enthielt betrichtliche 
Mengen von Hisen, ein Beweis dafiir, daB hier Blutfarbstoi 
in Himatoidin umgewandelt worden ist. Weiterhin wurde die- 
selbe Methode wie oben angewendet und im ganzen nach etwa 
20 maliger Kxtraktion mit verdiinntem, wiB8rigem Ammoniak, 
Ansauern mit verdiinnter Salzsiure bei Gegenwart von Chloro- 
form, Verdunsten des Chloroform, Entfernung der Schmieren 
mit Kisessig, Alkohol, Ather 10 mg reines krystallisiertes Material 
erhalten. Ks stellte hellgelbe Krystalle dar, die vollig frei von 
Schmieren waren (aschefrei). Die relativ schwere Léslichkeit 
in Chloroform sprach entschieden fiir Bilirubin und gegen 
Mesobilirubin, das in Chloroform spielend léslich ist. Hin 
kleiner Teil des im Gewebe eingebetteten Himatoidins konnte 
trotz Vorbehandlung mit Salzsiure durch wiBriges Ammoniak 
nicht herausgelést werden; es scheint besonders geschiitzt 2 
sein. Auch stirkeres Atzkali versagt. Pyridin lést nur sebr 
langsam geringe Mengen heraus. Dagegen gelingt es den 
letzten Rest von Himatoidin aus dem Gewebe mit Natron- 
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eines lauge, der etwa '/, ihres Volumens Pyridin zugesetzt ist, heraus- 


clues FP holen. Ansaiuern mit Salzsiure, Ausschiitteln mit Chloro- 
atts form ergab noch etwa 2 mg krystallisiertes Hamatoidin. 
lben, Es gibt nun einen charakteristischen Unterschied zwischen 
sich Bilirubin und Mesobilirubin. Letzteres zeigt einen Zersetzungs- 
bei punkt zwischen 300° und 315° wahrend Bilirubin bis 360° sich 
idin. lediglich dunkel farbt ohne Schmelz- oder Zersetzungserschei- 
am nung. Wir iiberzeugten uns wiederholt mit kleinen Mengen 
nten, Be yon Meso- und Bilirubin, daB beide nebeneinander auf einem 
auf 330° erhitzten Preglschen Regenerierungsblock gebracht 

der mit Sicherheit unterschieden werden konnten, indem beim 
pere Bilirubin lediglich Dunkelfarbung eintrat, wahrend Meso- 
Wah bilirubin sofort schmolz. 
igen 
ent. Hamatoidin zeigt nicht die geringste Schmelzerscheinung. 
- Die Elementaranalyse hatte folgendes Ergebnis: 
aM 1,951 mg Substanz ergaben 4,878 mg CO, und 1,170 mg H,0. 
talle 3,672 mg Substanz ergaben 0,320 cem N, b = 727 mm 15° 
= berechnet fiir C,,H;,N,O, gefunden 

7 C 67,8 °/, 68,0 °/, 
stol H 6,17 6,7 
die- N 9,6 9,9 /, 
otwa Auch bei dieser Untersuchung zeigte sich wieder die Un- 
ak, J entbehrlichkeit der Preglschen Mikroanalyse. Denn es ist 
ord- fF natiirlich wohl ausgeschlossen Hamatoidin in fiir die Makro- 
cre analyse ausreichender Menge zu erhalten. Wir bemerken, daB 
arial die Gewinnung des Farbstoffes aus dem vorliegenden Material 
von eine praktisch quantitative war und, um die gleiche Menge aus 
Keit J apoplektischen Gehirnen zu isolieren, wiirden schitzungsweise 
gci  mindestens 100 bendtigt. 
Kn & Die krystallographische Messung durch Herrn Dr. Stein- 
nnte metz ergab folgendes: 
piak Sehr kleine gelbe Tafelchen; trocken, d.h. nicht in 


; 2 Schmiere oder Organgewebe eingelagert. Der Winkel der 
sehr Tifelchen betrigt 78°, die Ausléschungsschiefe betragt*etwa 
den 8", zu der meist linger ausgebildeten Kante; sie ist die 
ron- Schwingungsrichtung des rascheren Strahles. Die Krystalle 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXVII. 21 
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haben am meisten Abnlichkeit mit den frither beobachtetey 
Bilirubinkrystallen vom angenahert rechtwinkeligen Typ (siehe 
Figur). 

Ks kann also keinem Zweifel unter liegen, daB hier Bij. 
rubin vorliegt und es ist hemerkenswert, daB die Analyse 


78 











8 
Fig. 6. 


besser auf C,, als auf C,, stiinmt. Ubrig bleibt nur noch der 
Unterschied in der Kuppelung. Warum schligt der Hima- 
toidinazofarbstoff in Chloroformlésung bei Zugabe von Alkali in 
den ersten Tagen nach Gelb um und warum tritt Ubereinstin- 
mung mit dem Bilirubinazofarbstoff in den Umschlagserschei- 
nungen erst vom 3. Tage an ein? Es ist uns nun noch ein 
Unterschied aufgefallen: Himatoidin krystallisiert aus Chloro- 
form prachtvoll, ohne jede Schwierigkeit, wabrend beim Bili- 
rubin aus Rindergallensteinen diese groBe Krystallisations- 
freudigkeit nicht besteht. Es war deshalb méglich, daB die ganzen 
Unterschiede bedingt seien durch die lange MiBhandlung des 
Bilirubins bei der Darstellung aus den Rindergallensteinen. 
Aus diesem Grunde stellten wir Organbilirubin aus Rindergalle 
und Blutseren der verschiedensten Herkunft dar. Die Blut- 
seren verdanken wir der Liebenswiirdigkeit von Prof. Thann- 
hauser, dem wir auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten 
Dank aussprechen. Zur Darstellung des Bilirubins aus dem 
genannten Material bedienten wir uns der vorziiglichen Methode 


Hijmans van den Bergh’), nach der es ohne Schwierg- 
keiten gelingt, das Bilirubin in krystallisierter Form al- 
zuscheiden; auch hierbei ist wiederum dieselbe Krystallisations- 





4) aa. O. S. 24. 
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freudigkeit hervorzuheben wie beim Hiamatoidin. AuBerdem 
wurden Menschengalle, Pferdeserum mit dem gleichen Erfolg 
untersucht. Angedeutet positiv war in bezug auf das Kup- 
pelungsvermdgen Ziegengalle. Bilirubin krystallisiert daraus 
darzustellen gelang jedoch nicht, ebensowenig aus Frosch- 
gille. In bezug auf das Kuppelungsvermégen zeigte die 
Froschgalle auch ein abweichendes Verhalten. Die Krystall- 
form erwies sich in einem Fall bei der Messung als identisch 
mit Mesobilirubin, wahrend in anderen Fallen die Ausbildung 
der Krystalle keine derartige war, daB eine Messung vor- 
genommen werden konnte. Ks handelte sich um wetzstein- 


| artige Gebilde, die man am hiufigsten aus Serum erhilt. Uber- 


raschenderweise zeigten alle diese Organbilirubine 


in bezug auf die Kuppelungsart Ubereinstimmung 


mit dem Haimatoidin. Frisch dargestellt schligt der Farb- 
stoff mit Alkali nach Gelb um und erst nach lingerem Stehen 
tritt der charakteristische Bilirubinumschlag ein. Woher 
dieser Unterschied riihrt, kann noch nicht mit Sicherheit fest- 
gestellt werden. Man kénnte annehmen, daB primar eine 
Verbindung analog einer Diazoaminoverbindung oder einem 
Diazoither entsteht, der dann sekunddr in den eigentlichen 
Azofarbstoff iibergeht. Aus diesem Grunde priiften wir das 


 Bilirubinammonium, das von Kister?) dargestellt ist und von 


dem anzunehmen ist, daB ihm eine einheitliche Form des Bili- 
mbins zugrunde liegt, auf seine Kuppelungsfahigkeit. Hierbei 


hat man primar den Kindruck, als ob die Kuppelung wesentlich 


schwerer und nur bei Gegenwart von sehr viel Alkohol erfolgt; 
daB sie aber doch stattgefunden hat, zeigt sich bei Zugabe von 
Alkali zur Chloroformlésung, wobei der Farbstoff in der Regel 
mit violetter Farbe in Lésung geht. Diese Beobachtung wird 
selbstverstiindlich weiter verfolgt und wir hoffen hieriiber und 
iiberhaupt ther die Kuppelung des Bilirubins*) mit Diazonium- 
verbindungen und tiber die katalytische Reduktion der Azo- 
farbstoffe des Bilirubins bald weiter berichten zu kénnen. 


') Diese Zs. Bd. 99, S. 88 (1917). 
*) Vgl. H. Fischer-Barrenscheen, Diese Zeitschrift Bd. 115, 





8.94 ff (1921), 
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Das eindeutige Ergebnis der vorliegenden Untersuchung js: 


Hamatoidin ist mit Bilirubin identisch. 


Aschoff und seine Schiller haben gefunden, daB bei enj. 
leberten Ginsen nach Toluylendiaminvergiftung Gallenfarbstof. 
bildung eintritt. Mithin ist auf biologischem Wege die Gallen. 
farbstoffbildung auBerhalb der Leber nachgewiesen, und durch 
vorliegende Untersuchung ist zum ersten Male einwandfte; 
chemisch eine extra-hepatische Gallenfarbstoffbildung fest. 
gestellt. Wie der Mechanismus dieses Prozesses ist, dariiher 
kénnen auch heute nur Vermutungen angestellt werden'). Merk. 
wirdig ist der auch schon von friiheren Autoren hervorgehobene 
Unterschied im Verhalten der Gallenfarbstoffbildung in der 
Leber unter normalen wie pathologischen Verhiltnissen. Zur 
Haimatoidinablagerung kommt es dort nicht, dagegen zur Eisen. 
abscheidung, und zwar unter Umstinden in sehr betrichtlichen 
Mengen, waihbrend wir iiber das Schicksal der EiweiB- und 
Farbstoffkomponente im unklaren sind. Erstere wird wobl 
direkt wieder verwendet, letztere auf jeden Fall entfernt, sei 
es, daB sie ausgeschieden wird, sei es, daB nach Zerfall ihre 
Bausteine riickwirts synthetisch verwandt werden. Die 2v- 
kiinftige Himatoidinforschung mu8 ihr Hauptaugenmerk auf 
etwaige Zwischenprodukte lenken, und zwar miissen da besonders 
Falle geeignet sein, wie einer auf S. 305 beschrieben ist. In 
solchen zinnoberrot veranderten Blutmassen miiBte bei der 
spektroskopischen Untersuchung, wenn der Abbau z. B. iiber 
die Porphyrine geht, unbedingt das Porphyrinspektrum be- 
obachtet werden kénnen. Das beim Ubergang Blutfarbstof 
in Gallenfarbstoff frei werdende Eisen dagegen bleibt liegen. 
Aus der normalen Leber kann man mit Hilfe von verdiinnten 
Sauren leicht Eisen in ionisierter Form erhalten. Unter patho- 
logischen Umstinden auBerhalb der Leber bleibt aber auch 
das Kisen liegen, dagegen kommt als neu hinzu, daf hier 
sich nun Himatoidin bildet. Dieses Himatoidin scheint noch 
von irgendeiner Hiille umgeben zu sein (vgl. S. 805); dafiir spricht 


') Vgl. auch Aschoff, M. med. Wochensch. 69, S. 1352 (1922). 
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auch die weitere Untersuchung des mit Ammoniak ausgezogenen 
Gewebes (vgl. S. 315). 
Erst als pyridinhaltiges Alkali verwandt wurde, trat Lésung 





ent. Me ein. Dieses eigenartige Verhalten des Himatoidins im Gewebe 
tof. lenkt auch die Aufmerksamkeit wieder auf das Bilirubin im 
llen- Harn. Der eine von uns hat schon vor Jahren darauf auf- 
urch merksam gemacht, daB aus dem Harn das Bilirubin mit Chloro- 
Ire} form nur teilweise extrahiert werden kann. Mit Herrn Jakob 
fost. Me wurde seinerzeit Bilirubin als Kalksalz aus Harn gefallt und 
ber dann in der tiblichen?) Weise hieraus das Bilirubin in krystalli- 
erk. sierter Form gewonnen. Die Krystallisation war die typische 
dene des Bilirubins und auch die Analyse ergab fiir das Bilirubin 
der stimmende Werte. Jedoch wurde auch hier nur ein Bruchteil 
Zur des Bilirubins gewonnen, wihrend der gréBere Teil im Harn 
sel zurickbleibt. Es besteht also die Méglichkeit, da8 im Harn 
hen wenigstens teilweise und vielleicht auch in der Galle das Bili- 
und rubin mit anderen Kérpern gepaart ist, wobei insbesondere, 
vohl entsprechend dem hiufigen Schwefelgehalt des Bilirubins?), Ki- 
sel weiB in Betracht zu ziehen ist. Fiir die Méglichkeit einer 
ihre Adsorptionsverbindung mit EjiweiB spricht die Tatsache, daB 
2u- durch Behandlung mit Pepsinsalzsiiure oder auch mit Salz- 
auf siure allein das Himatoidin im Gewebe gelockert wird. Még- 
lers licherweise allerdings auch ist an eine Kombination mit einer 
In fettartigen Substanz zu denken in Anbetracht der zuletzt ge- 
der schilderten, merkwirdigen Tatsache, daB erst durch Pyridin- 
ber alkali der Rest des Himatoidins entfernt werden kann. Jeden- 
he- falls weist alles darauf hin der Form, in der das Bilirubin 
toft im Harn, Galle, Serum usw. vorkommt, eine erhéhte Aufmerk- 
yen. fF samkeit zuzuwenden. — 

: Nachschrift. Nach Drucklegung unserer Arbeit erschien 
ho- 


in Nr.8 der Klinischen Wochenschrift eine Mitteilung von 
Papendieck, in der gezeigt wird, daB in Bestatigung von 
Versuchen von Hijmanns vy, d. Bergh und Muller (Biochem. 
och Zs. Bd. 77, S. 90) gelbe Farbstoffe aus bluthaltigen Exsudaten 


') I. Mitteilung iiber Gallenfarbstoffe: Diese Zs. Bd. 73, S. 216 (1911). 
*) Vgl. H. Fischer, diese Zs. Bd. 95, S. 78 (1915). 
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Kuppelungsvermégen zeigen. Ks wird der SchluB gezogen, dag 
an Ort und Stelle ein Blutfarbstoffabbau, der zur Bildung yo, 
Bilirubin fiihrte, stattgefunden habe. Es muB ausdriicklic) 
nochmals darauf hingewiesen werden, daB dies wahrscheinlich, 
aber nicht bewiesen ist. Hijmanns v. d. Bergh hat in seine), 
Buch 8. 25 ausdriicklich festgestellt, daB ,das Serum be; 
normalen Individuen Bilirubin in wechselnder, hiufig nicht 
unbetrachtlicher Menge enthalt“. Demgemi8 kann ein Nach. 
weis von Bilirubin in Exsudaten nie dazu benutzt werden, um 
eine himatogene Entstehung des Farbstoffes zu beweisen, 
Was die direkte und indirekte Kuppelungsreaktion des Bilj. 
rubins anlangt, so stimmt diese Unterscheidung nur graduell, 
nicht prinzipiell. Auch Bilirubin aus _ Rindergallensteinen 
kuppelt direkt, ebenso das aus Rindergalle dargestellte krystalli- 
sierte Bilirubin und das mit Hilfe von Taurocholsiure kolloidal 
gefairbte Bilirubin. Die Reaktion findet auch ohne Alkohol statt 
und zwar unter allen Bedingungen, auch schon mit freier 
Diazobenzolsulfoséure, hier jedoch eben sichtbar; nach Zusatz 
von Salzsiure deutlich positiv, wahrend Zusatz von Alkohol 
die Reaktion ungeheuer beschleunigt und dieselbe Wirkung 
haben auch andere Lésungsmittel z. B. Eisessig und Aceton. 
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Zur Kenntnis des Gallenfarbstoffes. 
7. Mitteilung. 
Von 
Hans Fischer und Georg Niemann. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Organ.-chem. Laboratorium der Technischen Hochschule zu Miinchen.) 
Der Redaktion zugegangen am 2. Januar 1923, 


In der 6. Mitteilung’) ist unter anderem die Reduktion 
des Bilirubins zu Mesobilirubin beschrieben worden. Wir haben 
diese Untersuchungen von neuem aufgenommen und zuniachst 
die friheren Ergebnisse bestitigt. Hervorzuheben ist, daB 
die Beschaffenheit des Katalysators fiir den Erfolg der 
Reduktion auBerordentlich wichtig ist. Mit alten Palladium- 
priparaten wurde iiberhaupt keine Wirkung erzielt, mit Platin- 
mohr ging die Reduktion ebenfalls nicht und mit Palladium- 
schwarz nur schlecht. Wir gingen daher wieder zuriick zum 
kolloidalen Palladium nach Paal, mit dem teilweise aus- 
gezeichnete Resultate erzielt wurden. Das kolloidale Palladium 
erhielten wir wiederum von Kalle & Cie. in Biebrich a. Rh. 
und wir danken auch an dieser Stelle der Firma bestens. 

Die Wasserstoffaufnahme wurde messend verfolgt. Die 
besten Resultate wurden erzielt, wenn der Katalysator in 
einzelnen Portionen zugegeben wurde. Im Durchschnitt be- 
rechnen sich vom Bilirubin zum Mesobilirubin zwei Molekiile 
Wasserstoff. Auf diese Verhiltnisse werden wir naher ein- 
gehen, wenn die H-Aufnahme mit anderen Methoden kontrolliertist. 

Als neu kommt hinzu, daB es nun gelungen ist, durch 


') Zs, Biol, Bd. 65, S. 164 (1914), 








' 
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fortgesetzte Behandlung mit Wasserstoff bei Gegenwart de 
genannten Katalysators auch die Mesobilirubinstufe 1 
iiberschreiten und zum Mesobilirubinogen zu _gelangen, 
Diese Feststellung ist wichtig, denn damit ist die Hydrierung 
im Darmkanal, wo das durch die Galle in den Darm ent. 
leerte Bilirubin zum Urobilinogen!) reduziert wird, vollkommen 
auf rein chemischem Wege unter analogen Bedingungen wie 
im Organismus nachgeahmt. Die Wasserstoffmenge genau zm 
bestimmen’ wird von besonderem Interesse sein; die hierzu ge- 
hérigen Daten wollen wir erst dann mitteilen, wenn das Ky. 
gebnis vollig klar vorliegt, das fir die Beurteilung der Kon. 
stitution bzw. fiir die Beziehung der in Frage kommenden Kérper 
zueinander notwendig ist. 


Der Schmelzpunkt des Mesobilirubins ist kein konstanter, | 


obwohl aus Pyridin einheitliche Krystallisation erzielt wird. 
Der Schmelzpunkt wird zwischen 300 und 315° gefunden. Die 
Abweichung kénnte erklart werden durch die Annahme tav- 
tomerer Formen, die dann auch im Bilirubin vorhanden wien. 
Nachdem Fischer und Rése gezeigt haben, daB a-Oxypyrrol 
im Bilirubin enthalten ist, ist fiir diese Annahme die exper- 
mentelle Grundlage vorhanden. Allerdings hat das Mesobili- 
rubin bis jetzt kein schwer lésliches Ammonsalz gegeben. 
Das Mesobilirubin wurde weiter charakterisiert durch einen 
prachtvoll krystallisierten Dimethylester; und zwar 14Bt sich 
die Veresterung erzielen durch Einwirkung von Methylalkohol 
und Salzsiure. Es krystallisiert dann alsbald in fuchsin- 
ahnlichen Krystallen das salzsaure Salz des Esters aus. 
Wir hatten erwartet, daB bei dem Ester nunmebhr glatt 
Komplexsalzbildung eintrite; das ist nach den bisherigen Unter- 
suchungen jedoch ohne offenbar sekundire Verinderungen 
nicht der Fall. Die Darstellung dieses Esters beweist, in 
Bestitigung der friiheren Untersuchungen, daB im Meso- 
bilirubin und damit im Bilirubin zwei Carboxylgruppen vor- 
handen sind. Der Ester ebenso wie Mesobilirubin kuppelt mit 





1) Friedrich Miller, Jahresbericht d. schles. Gesellschaft f. 
vaterlind. Kultur, Breslau 1812 und Verhandlungen des med. Kongresses 
zu Wiesbaden 1889. 
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Diazobenzolsulfosiiure zu einem schénen, blauviolett krystalli- 
sierenden Farbstoff, der einer weiteren Untersuchung unter- 
zogen werden soll. 

Versucht man nach der gleichen Methode, das Bilirubin 
gu verestern, so gelingt dies nicht; allerdings kann man 
gelegentlich einige Krystallsplitter erhalten. Im wesentlichen 
erfihrt jedoch das Bilirubin eine weitgehende Verinderung 
und wir miissen annehmen, daB beim Ubergang von Bilirubin 
zum Mesobilirubin eine erhebliche Stabilisierung erfolgt. Durch 
die Annahme von Vinylgruppen, die dann zu Athylgruppen 
reduziert wiirden, wiirde dieses Verhalten erklirlich sein, jedoch 
miissen die ungesittigten Seitenketten im Bilirubin anders 


| beschaffen sein, als im Hiamin, da ein prinzipieller Unter- 


schied der beiden Farbstoffe gegeniiber Natriuma malgam besteht. 
Nur im Bilirubin werden die ungesittigten Seitenketten redu- 
ziert, Wahrend beim Hamin durch Natriumamalgam wohl Ent- 
farbung eintritt aber keine Reduktion. Denn mit Natrium- 
amalgam reduziertes Hiimin gibt bei der Oxydation kein 
Methylithylmaleinimid. Wir glauben deshalb, daB im Bilirubin 
die Vinylreste in Beziehung zu den Hydroxylgruppen stehen, 
dergestalt, daB Furanringe im Bilirubin enthalten sind. 
Méglicherweise ist dann das wesentliche beim Ubergang des 
Blutfarbstoffes in den Gallenfarbstoff die Oxydation in zwei 
w-Stellungen. Fiir die Oxydation der freien CH-Gruppe sind 
geniigend Analogien vorhanden, z. B. geht ja Indol im Organis- 
mus in Indoxyl iiber..) Durch Dehydrierung schlieBt sich 
dann der Ring zwischen Vinyl- und Oxygruppen zum Furan- 
ring, entsprechend dem Schema: 


R— ae, ae: hoe 
—}> 
—( ve is 
R C\ a R CO OH 
NH NH 
R—C C-——,CH 
rape ee 
2 RO. Av 
NH O 





') Baumann u. Brieger, Diese Zs. Bd. 3, S. 254 (1879). 
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Dieses Schema wiirde natiirlich nur bei einer noch unbekannte, 
Hamopyrrolbase im Bilirubin passen, bei der Kryptopyrrg. 
komponente kame man zu zwei stereoisomeren Formen. Immer. 
hin kénnte ja die acide oder nichtacide Form des Mesobjjj. 
rubinogens durch Cis-Transstellung bedingt sein. Die Furap. 
ringe erkliren dann die auSerordentliche Empfindlichkeit de; 
Bilirubins gegentiber Mineralsiuren, die beim Himin ja be. 
kanntlich nicht in dem Mae besteht. Bei der Reduktion des 
Bilirubins mit Natriumamalgam oder Palladium -Wasserstof 
wird der Furanring aufgespalten und erst dann treten die 
freien Hydroxylgruppen und Athylreste auf. Dies steht in 
Kinklang mit der entsprechenden Aufspaltung von Cumaron- 
kérpern') durch Jodwasserstoff. Wird dann partiell der Furan. 


| 74 | 
ring bei der Bindung des C—O unter Bildung einer freien 
a 
CH-Gruppe und des entsprechenden Pyrrolalkohols aufgespal- 


ten, so haben wir die Erklirung fiir die reduktive Entstehung 
des Mesobilirubinogens. Hierauf werden wir in einer spiiteren 
Mitteilung, wenn noch mehr experimentelles Material vorliegt, des 
niheren eingehen, insbesondere wenn der Erfolg versprechende 
Abbau des Mesobilirubins mit Hilfe von Alkoholaten durch- 
gefiihrt ist sowie der Salpetersiureabbau des Mesobilirubinogens. 

DaB im Mesobilirubin zwei freie Athylreste vorhanden 
sind, bzw. sich sehr leicht bilden, haben wir sicher beweisen 
kénnen. Bei der Oxydation mit Salpetersiure werden zwei Mol 
Methylaithylmaleinimid erhalten, ein Zeichen dafiir, daB die 
zwei Athylreste vorgebildet sein miissen, und weiterhin eine 
willkommene Bestiitigung fiir das Vorkommen von zwei ba 
sischen Pyrrolkernen im Bilirubin.*) Die saure Fraktion mub 
noch einer naheren Untersuchung unterzogen werden. 

Den Ester des Mesobilirubins zu reduzieren zum Kster 
des Mesobilirubinogens haben wir versucht, bisher jedoch ohne 


!) Baeyer, Chem. Ber. Bd. 34, 8.52 (1901); Stérmer, ebenda 
Bd. 36, 8S. 3996 (1903); Marschalk, ebenda Bd. 43, S. 1696 (1916). 

*) Zur Kenntnis des Gallenfarbstofts. 5. Mitteilung. Diese Zs. 
Bd. 89, S. 260 (1914). 
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weil von dem Ester aus die Bedingungen der Urobilinbildung 
erforscht werden kénnte. Der Gedanke, daB das Urobilin 
nichts anderes sei als ein Chinhydron hat sich auch nicht als richtig 
erwiesen. Kin aquimolekulares Gemisch von Mesobilirubin und 
Mesobilirubinogen zeigt keine Urobilineigenschaften; inter- 
essanterweise jedoch ist die Aldehydreaktion so gut wie 
negativ. 

Endlich ist es auch gelungen, das Mesobilirubin in kolloidale 
Lisung zu bringen, und zwar nach derselben Methode wie 
seinerzeit fiir das Bilirubin’) beschrieben, nimlich mit Hilfe 
von ‘T'aurocholsiure. Besonders bemerkenswert ist die inten- 
sive Fluorescenz, die diese Lésung zeigt und die so stark 
ist, daB man glauben kénnte, daB eine totale Ausfillung 
des Farbstoffes erfolgt sei. Die kolloidale Lésung ist sehr 
bestindig, weit bestiindiger als die des Bilirubins.  Statt 
Taurocholsiure wurde auch Desoxycholsiure, die wir der 
Liebenswiirdigkeit des Kollegen Wieland in Freiburg ver- 
danken, auf das Vermégen, Mesobilirubin kolloidal zu lésen, 
gepriift, jedoch ohne Erfolg. Auch Mesobilirubinogen liBt sich 
nach der gleichen Methode in Lésung bringen. 

Kimmerer?) ist es gelungen, die kolloidale Lésung des 
Mesobilirubins auf bakteriologischem Wege in Mesobilirubinogen 
iiberzufithren, eine Reaktion, die auBerordentlich glatt gelingt 
und die eine weitere Stiitze dafiir ist, daB das Mesobilirubin- 
ogen auch im Darm enthalten ist. Man kann kaum annehmen, 
daB die Bakterien ein Substrat, auf das sie nicht eingestellt 
sind, angreifen. Die Isolierung des so entstehenden Meso- 
bilirubinogens in reinem Zustande soll gelegentlich durchgefihrt 
werden, 


Kine héchst iiberraschende Beobachtung haben wir bei der 
weiteren Untersuchung der Xantobilirubinsiiure gemacht. Diese 
sowohl wie auch ihr Ester kuppeln unter geeigneten Bedingun- 
gen mit Diazobenzolsulfosiure. Es wird dabei das Molekil ge- 


') Diese Zs. Bd. 73, S. 239 (1911). 
*) Deutsches Arch. f. klin. Medizin Bd. 141, S. 318 (1928). 
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spalten, was wir durch das Auftreten von Methylathylmaleinimid 
das vermutlich sekundir aus einem #-Methyl-@-Athyl-q. Oxy. 

pyrrol entsteht, beweisen konnten. Daneben bildet sich ein jy 
blauen Nadeln krystallisierender Farbstoff. Ob hier der Az. 
farbstoff der [Isophonopyrrolcarbonsiure oder das Methen dieso; 
Siure vorliegt, mu8 die weitere Untersuchung zeigen, die wir 
uns vorbehalten, ebenso wie die Anwendung dieser Method 
auf Blutfarbstoff und seine Derivate. Es ist leicht méglich, jg 
sogar wahrscheinlich, da bei der Kuppelung von Bilirubin und 
Mesobilirubin auch eine Aufspaltung an einer Stelle des Molekiils 
erfolgt. Die weitere Untersuchung mu hier Klarheit bringer, 
Am synthetischen Material, dem 1-Tolyl-2,5-dimethyl-4-carb. 
iithoxypyrryl-2-methyl-3-carbithoxy-4-oxypyrrylmethen, list 
sich die Reaktion besser iibersehen. Hier erzielten H. Fischer 
und J. Miller in Bestiitigung des obigen Befundes eine dhnliche 
Aufspaltung, indem durch Einwirkung von Diazobenzolsulfo- 
siure einerseits der von Fischer und Loy beschriebene’) Azo- 
farbstoff des Benaryschen Oxypyrrols anderseits der 1-Tolyl- 
2,5-dimethyl-3-carbathoxypyrrol-4-aldehyd entsteht. Ausfihr- 
liche Mitteilung dariiber erfolgt bald. 

Die Existenz einer freien Hydroxylgruppe in der Xanto- 
bilirubinsiure hat sich auch experimentell bestatigt, indem der 
Kster dieser Saiure eine schén krystallisierte Acetylverbindung gibt. 
Die Xanthobilirubinsiure gewinnen wir neuerdings aus Bill- 
rubinséure durch einfache Luftoxydation. 


Experimenteller Teil. 


Mesobilirubin aus Bilirubin. 


Das Mesobilirubin wurde durch katalytische Hydrieruvg 
auf die in der 6. Mitteilung tiber Gallenfarbstoff beschrielene 
Weise gewonnen. Die Ausbeute wurde gesteigert. Dauer der 
Heaxtion, ax und Menge des Katalysators und eine gewisse 


1) Diese Zs. Bd. 122, S. 16 (1922). Vor uns hat Benary (Chem. 
Ber. Bd. 46, S. 1363 [1918]) das Kuppelungsvermégen des von ihm ge 
wonnenen Oxypyrrols erkannt und den Farbstoff mit Diazobenzolchlorid 
zuerst beschrieben. 
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Willkiir der Materie sind fiir den giinstigen Verlauf mab- 
gebend. Aus untenstehender Tabelle sind einige diesbeziigliche 
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Ausgangsmaterial ; 
oe eee Zeit 
_ = in| Katalysator Std. 
1 1 0,1 g Platinmohr 14 

2 2 0,3 g Palladiummohr 24 

3 2,5 0,13 g kolloid Pd 23 

2 3ecem 1°/,ige koll, Pd- 13 

. Liésung + 0,1gkoll. Pd} 

) 2,5 0,13 g kolloid Pd 20 








Portionsweise Zugabe des Katalysators hat 
Dabei zeigt es sich, wenn man die H-Absorption 


hewabrt. 








H- 
Absorption 
eem 
162 
2°0 
195 

180 


210 





sich 


Ausbeute in 


40 


stets 


nach Zeit und Menge in Diagrammen registriert, daB die 
Wirksamkeit des Katalysators bei jeweils erneuter Zugabe 
zunimmt und diese ihrerseits wieder ziemlich gleichmaBbig an 


Intensitiit abnimmt. 


Diagramm I demonstriert den in der 'abelle unter 3 ver- 
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Diagramm I. 
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zeichneten Versuch. Der feste Katalysator wurde in 4 Portionen 


zugesetzt. 


Diagramm II demonstriert den in der Tabelle unter 4 an- 
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gegebenen Versuch. 


200 
750 ~ 
ccm 4g i 
‘03 


4 Sm 


Dabei wurde die alkalische Bilirubip. 
lésung zunichst mit 3 ccm einer 1°/ igen Lésung von kolloidaley 
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Zregabet: PA: 35 corel % Pd. Lsg. Ql GPa. 


——> Strzerder2 


Diagramm II. 


Palladium unter H-Atmosphiire geschiittelt und dann 0,1 ¢ 
Auch diese Methode le. 


festes kolloidales Pd zugegeben. 
wihrte sich. 


Mesobilirubinogen aus Bilirubin. 
1 g reinstes Bilirubin wurde in 50 ccm n/10-NaOH gelist, 
portionsweise mit 0,16 g koll. Pd versetzt und in H-Atmosphire 
geschiittelt. Diagramm IIT der H-Aufnahme nachstehend. Nach 
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peendigter Reaktion wurde die Lisung mit Kssigsiiure an- 
Svesiuert. Der farblose Niederschlag wurde noch feucht mit 
+100 ccm Chloroform versetzt, worin alles mit gelber Farbe in 
* Lisung ging. Die Chloroformlésung, mit Extrakten des essig- 
 sauren Filtrats, das starke Aldehydreaktion zeigte, vereinigt, 
' wurde mit Petrolather versetzt. Die gelbbraune Fiallung wog toe 
P 0,05 g. ti “4 
: Der durch Kindampfen des Petroliatherfiltrats gewonnene 
krystallisierte Riickstand war praktisch farblos. Er wurde 
' mit Kssigester, in dem sich betrichtlich viel léste, aufgenommen 
> vom Riickstand abfiltriert und derselbe im evakuierten Exsiccator | 
iad q getrocknet. Ausbeute an Mesobilirubinogen 0,35 g. Starke 1 
> Aldehyd- und Fluoreszenzreaktion. An der Luft Dunkelfirbung. | 
© Schmelzpunkt 200°. Aus dem Diagramm sieht man, daB die 
© Mesobilirubinstufe nur schwer iiberschritten wird; denn von der 
: 7. bis 24. Stunde erfolgte keine weitere Wasserstoffaufnahme, 
© @& ond wir wollen nicht unerwihnt lassen, daB die Reduktion bis 


in- 
eln 





rum Mesobilirubinogen hinfig nicht gelingt. Es ist dies von he 
' Interesse deshalb, weil bei der Reduktion durch Bakterien 
‘ganz ahnliche Verhiltnisse vorliegen, indem auch hier die 
st Reduktion nur unter ganz bestimmten Bedingungen, die von 
ie fe Kammerer a, a. O. mitgeteilt sind, gelingt. 1 
ch Analyse: | : 


4,95 mg Subst. gaben 0,44 cem N bei 723 mm und 18° L: 
ber. N 9,46°,. le 
gef. 9,72°,. 


Mesobilirubinogen aus Mesobilirubin. 


Auf entsprechende Weise wurde das Mesobilirubinogen 
-auch aus Mesobilirubin gewonnen. Aus 0,5 g Mesobilirubin 
} wurden 0,1 g reines Mesobilirubinogen erhalten. Misch- 
schmelzpunkt mit dem aus Bilirubin gewonnenen Priparat 
zeigte keine Depression. 

39 Ein Versuch, das Mesobilirubinogen weiter zu hydrieren, 
fihrte nur zu unveriindertem, allerdings reinerem Priparat. 

| Schmelzp.; 202°, 
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Dimethylester des Mesobilirubins. 


0,15 g Mesobilirubin wurden in 5 ccm absolutem Methyl. 
alkohol suspendiert. Beim Kinleiten von trockner Salzsiiur 
tritt Erwirmung und Lésung ein, und nach kurzer Zeit {ijjj; 
der salzsaure Ester krystallisiert aus. Erst jetzt empfiehlt ¢ 
sich, bis zur Sittigung mit Salzsiiure zu kiihlen. Die Anwen. 
dung kleinerer Mengen ist vorteilhaft. Ausbeute 80°/, de 
Theorie. Griinschillernde, rotdurchscheinende Blittchen yom 
Schmelzp. 190°. (Der Schmelzpunkt ist nicht ganz scharf, ¢s 
tritt Dunkelfarbung ein.) 

Der Kérper resultiert bei der Reaktion analysenreiy, 
und da die Reaktion im kleinen MaBstab besonders gut ge. 
lingt, ware sie besonders geeignet fiir Identifizierung des 
Mesobilirubins, z. B. bei der Frage des Vorkommens in 
Organen oder Seren, natiirlich nach erfolgter Reindarstellung 
Beim Umkrystallisieren erhalt man ihn in zwei Formen, von 
denen aber nur die eine gut krystallisiert ausgebildet ist, was 
verstandlich ist, da der K6érper hierbei Chlor verliert, wie die 
Analyse zeigte. Wegen der Uneinheitlichkeit des umkrystalli- 
sierten Produkts wurde das bei der Reaktion erhaltene einer 
krystallographischen Untersuchung?) unterzogen. Dieses erwies 
sich als einheitlich: 

Sechsseitig umrissene Blittchen; ein Paar Begrenzungs- 
kanten langer ausgebildet, parallel dazu die eine Ausléschungs- 
richtung und Ebene der optischen Achsen. 

Der ebene Winkel zwischen der linger und kiirzer aus- 
gebildeten Kante betrigt etwa 100—101°% Die stumpfe 
Bisektrix ist die normale zur Ebene der Plattchen. Griu- 
metallische Oberflichenfarbe, Kérperfarbe rot. Krystallsystem 
rhombisch, 

Zur Analyse wurde bei gewohnlicher Temperatur im Vakuum 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Kohlenwasserstof- 
bestimmung verdanken wir Herrn Dr. Reindel, Methoxyl- und 
Chlorbestimmung Herrn Dr. Winterstein in Graz. 


') Diese hat Herr Dr. Steinmetz ausgefiihrt. Wir danken ihm 
auch an dieser Stelle bestens. 
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5,723 mg Substanz gaben 12,852 mg CO, und 3,742 mg H,O. 
4,217 mg +9 ;  2,650mg AgJ. 

4,487 mg ‘ » 1,800 mg AgCl. 

Cy5Hy,N,Oge2 HCl: 

Ber. © 60,96°/, H 6,67°/, OCH, 899%, Cl 10,3°/, 
Gef. ,, 61,2 7,32 » 88 9,92 


Léslichkeitsverhaltnisse des Esters: In Chloroform 
sehr leicht léslich, in Alkali unléslich; in Kisessig nur beim 
Kochen léslich; in Alkohol teilweise mit gelber Farbe lislich, 
ler krystallisierte Riickstand verliert dabei seine griine Ober- 
kichenfarbe und wird gelbdurchscheinend; die eingedunstete, 
alkoholische Lésung liBt gelbgriin gefiirbtes Produkt vom 


Schmelzp. 187° zuriick, jedoch nicht krystallisiert. 


Kolloidale Losung des Mesobilirubins. 


0,1 g Mesobilirubin und 0,1 g Taurocholsiure werden in 
20 cem n/10-NaOH geldst. Die Lésung wird mit Wasser auf 
100 ccm verdiinnt und mit 20 ccm n/10-HCl versetzt. Die 
Lisung erscheint so, als ob der Farbstoff véllig ausgeflockt 
sel. Das ist jedoch nicht der Fall. Im durchfallenden Licht 
erkennt man die klare gelbe Lésung. Im auffallenden Licht 
fluoresziert sie auffallend stark griin. Im Gegensatz zu der 
kolloidalen Lésung des Bilirubins, die nach 1—2 Tagen meistens 
ausflockt, ist die des Mesobilirubins wochenlang haltbar. 


Abbau des Mesobilirubins mit konz. Salpetersaure. 


Nach zahlreichen Versuchen wurden unter den folgenden 
Bedingungen die besten Resultate erzielt. 0,1 g Mesobilirubin 
wurde mit 1 ccm konz. Salpetersiure vom spez, Gewicht 1,375 
versetzt. Dabei trat das unter dem Namen der Gmelin- 
schen Reaktion bekannte Farbenspiel ein. Die zuletzt dunkle 
Rotfirbung ging beim Stehen iiber Nacht in Hellgelb iiber. 
Mit Wasser verdiinnt, fiel ein flockiger Niederschlag (4 mg) 
aus, der jedoch noch nicht zur Krystallisation gebracht werden 
konnte. Im Capillarrohr erhitzt, zeigt der Kérper bei 155° 
starkes Aufblihen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVII. 
































